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CLAVE DE ABREVIATURAS 
 
Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos se ha conservado la 
correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje 
científico. 
1,25 (OH)D3             Vitamina D 
ARE                           Elementos de respuesta antioxidante 
BPA                           Bisfenol A 
CO                            Cationes orgánicos 
COX-2                      Ciclooxigenasa-2 
DES                          Dietilestilbestrol 
DP                            Diálisis peritoneal 
EMT                        Transición epitelio mesénquima 
EPIRCE                   Epidemiologia Insuficiencia Renal Crónica en España 
ERC                         Enfermedad crónica renal 
ERCT                      Enfermedad crónica renal terminal 
FG                           Filtrado glomerular 
HD                          Hemodiálisis 
HDF                        Hemodiafiltracion 
HF-PSU                   Polisulfona de alto flujo 
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HO-1                         Hemoxigenasa -1 
IL-1β                         Interleuquina 1 β 
IL-6                           Interleuquina -6 
KDIGO                      Kidney disease improving global outcomes 
Keap-1                       Kelch-like ECH-associated protein 1 
KoA                           Coeficiente transferencia de masa 
Kuf                             Coeficiente de ultrafiltración 
LF-PSU                       Polisulfona de bajo flujo 
NFκB                          Factor nuclear de transcripción κB 
Nrf-2                          Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
PCR                            Proteína C reactiva 
PEPA                          Aleación de polímero de poliéster 
PMb                            Potencial de membrana 
PN                               Polinefrona 
Prx-3                           Peroxirredoxina -3 
PS                                Polisulfona 
PTH                             Parathormona 
Pur-H                           Policloruro de vinilo 
ROS                             Especies reactivas de oxigeno 
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SOD-1                      Superoxido dismutasa-1 
TFG                         Tasa filtrado glomerular 
TNF α                      Factor necrosis tumoral α 
TSR                         Tratamiento sustitutivo renal 
TX                           Trasplante renal 
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I. RESUMEN 
 
El bisfenol A (BPA) es un componente de algunas membranas de diálisis, que se 
acumula en la Enfermedad Renal Cronica (ERC). Estudios observacionales han 
demostrado que la exposición de  BPA está vinculado a la lesión renal y cardiovascular 
en los seres humanos, y en estudios en animales se han descrito un nexo causal. Los 
riñones con función renal normal excretan rápidamente BPA, pero una excreción 
insuficiente en pacientes con ERC da lugar a la acumulación del BPA en el organismo. 
Utilizando un diseño cruzado, se estudió el efecto de la hemodiálisis con membranas de 
polisulfona (contienen BPA) y el uso de dializadores de polinefrona (sin BPA en su 
composición) en los niveles de BPA en 69 pacientes prevalentes en hemodiálisis: 28 
pacientes iniciaron la diálisis con membranas  de polisulfona durante tres meses y 
fueron cambiados  a membranas de polinefrona durante otros tres meses. La misma 
metodología fue para los 41 pacientes que  iniciaron la diálisis con membranas de 
polinefrona y transcurrido un periodo de tres meses fueron cambiados a membranas de 
polisulfona. Los resultados fueron agrupados para su análisis. La media de los niveles 
de BPA aumentó después de una sesión de hemodiálisis con dializadores de polisulfona 
pero no con dializadores polinefrona. El uso crónico (3 meses) de dializadores de 
polisulfona  incrementó no de forma significativa  los niveles de BPA en suero en la 
prediálisis, aunque presenta una tendencia a aumentar (de 48.8±6.8  69.1±10.1 ng / ml). 
El uso crónico de dializadores con polinefrona disminuyó los niveles de BPA en suero 
previo a la diálisis (de 70.6±8.4 a 47.1±7.5 ng / ml, P<0,05). El  BPA intracelular en 
PBMCs aumentó después de la hemodiálisis crónica con membranas de polisulfona 
(0.039±0.002 a 0.043±0.001 ng / 10
6
 células, P<0,01), pero disminuyó con membranas 
de polinefrona (0.045±0.001 a 0.036±0.001 ng / 10
6
 células, P<0,01). Además, en la 
hemodiálisis crónica con membranas de polisulfona aumentan los marcadores 
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relacionados con el estrés oxidativo  y las concentraciones de marcadores inflamatorios 
en la sangre.  
In vitro, trazas de membranas de polisulfona liberó más BPA en el medio de cultivo e 
indujo una mayor producción de citoquinas en PBMCs cultivadas con trazas de  
membranas de polinefrona. En conclusión, las membranas que presentan en su 
composicion BPA puede contribuir al acumulo de BPA en los pacientes en hemodiálisis 
generando una respuesta inflamatoria crónica como consecuencia al estrés oxidativo 
generado similar a una toxina urémica. 
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SUMMARY 
 
Bisphenol A (BPA), a component of some dialysis membranes, accumulates in Chronic 
Kidney Disease (CKD). Observational studies have linked BPA exposure to kidney and 
cardiovascular injury in humans, and animal studies have described a causative link. 
Normal kidneys rapidly excrete BPA, but insufficient excretion may sensitize patients 
with CKD to adverse the effects of BPA. Using a crossover design, we studied the 
effect of dialysis with BPA-containing polysulfone or BPA-free polynephron dialyzers 
on BPA levels in 69 prevalent patients on hemodialysis: 28 patients started on 
polysulfone dialyzers and were switched to polynephron dialyzers; 41 patients started 
on polynephron dialyzers and were switched to polysulfone dialyzers. Results 
weregrouped for analysis. Mean BPA levels increased after one hemodialysis session 
with polysulfone dialyzers but not with polynephron dialyzers. Chronic (3-month) use 
of polysulfone dialyzers increase predialysis serum BPA levels, but do not reach 
statistical significance increase (from 48.8±6.8 to 69.1±10.1 ng/ml). Chronic use of 
polynephron dialyzers reduced predialysis serum BPA (from 70.6±8.4 to 47.1±7.5 
ng/ml, P<0.05). Intracellular BPA in PBMCs increased after chronic hemodialysis with 
polysulfone dialyzers (from 0.039±0.002 to 0.043±0.001 ng/106 cells, P<0.01), but 
decreased with polynephron dialyzers (from 0.045±0.001 to 0.036±0.001 ng/106 cells, 
P<0.01). Furthermore, chronic hemodialysis with polysulfone dialyzers increased 
oxidative stress and inflammatory marker concentrations in circulation. 
In vitro, polysulfone membranes trace released more BPA in the culture medium and 
induced increased cytokine production in PBMCs cultured with trace polinefrona 
membranes. In conclusion, the membranes having in their composition BPA may 
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contribute to the accumulation of BPA in hemodialysis patients generating a chronic 
inflammatory response due to oxidative stress generated similar to a uremic toxin. 
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1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA: DEFINICIÓN Y 
SITUACION ACTUAL 
 
La Enfermedad Renal Crónica  (ERC) es un problema de salud pública importante
1,2
 y 
se asocia a una importante morbi-mortalidad cardiovascular, así como a costes muy 
significativos. Consiste en el deterioro progresivo e irreversible de la función renal. 
Cuando el filtrado glomerular (FG) desciende empiezan a aumentar la urea y la 
creatinina así como otras moléculas denominadas toxinas urémicas, aunque estos 
pacientes pueden estar asintomáticos o bien presentar anemia, hipertensión arterial, 
poliuria y nicturia. 
Numerosos estudios observacionales han demostrado que el descenso de la tasa de 
filtración glomerular (TFG) y la proteinuria está asociados de forma independiente con 
un mayor riesgo de eventos cardiovasculares en poblaciones de pacientes que no fueron 
seleccionados en base a la presencia patología renal o enfermedad cardiovascular 
conocido 
3,4
. La patología cardiovascular constituye la principal causa de mortalidad en 
los pacientes con ERC
5,6
 . Factores de riesgo cardiovascular tradicionales, como la 
hipertensión (que puede ir acompañado de hipertrofia ventricular izquierda), el 
tabaquismo, la diabetes, la dislipemia y la edad avanzada, tienen una alta prevalencia en 
la población con ERC 
4,7
 y el número de estos factores de riesgo parece que se 
correlaciona con la gravedad de la disfunción renal 
7
. 
A. Definición de la Enfermedad Renal Crónica (ERC). 
 
La ERC se define como la disminución de la función renal, expresada por un FG 
inferior a 60 ml/min/1,73 m2 o como la presencia de daño renal de forma persistente 
durante al menos 3 meses.  Esto supone:  
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1) Lesión renal diagnosticada por método directo (alteraciones histológicas en biopsia 
renal) o de forma indirecta por marcadores como la albuminuria o proteinuria, 
alteraciones en el sedimento urinario o alteraciones en pruebas de imagen. 
 2) Alteración del FG (< 60 ml/min/1,73 m²).  El FG permite clasificar a los enfermos 
en diferentes estadios (Tabla 1).  Siguiendo los criterios de las Guías de Práctica Clínica 
KDIGO, los estadíos en la ERC se lleva a cabo midiendo el FG. (Tabla 1). 
Tabla 1. Clasificación del Fallo Renal en función del filtrado glomerular.(Guías KDIGO) 
 Los estadios G4 y G5 se corresponden con la ERC.  La diabetes mellitus representa la 
principal causa de Enfermedad Renal Crónica Terminal (ERCT), seguida por causas 
vasculares (Informe de Diálisis y Trasplante 2013, Registro español de Enfermos 
renales). 
Categoría      FG Descripción  
G1      ≥90 Normal o elevado  
G2 60-89 Ligeramente disminuido  
G3a  45-59 Moderadamente disminuido  
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido  
G4 15-29 Gravemente disminuido  
G5 <15 Fallo renal  
 Cociente Alb/Cre   
A1 <30 Normal a ligeramente disminuido  
A2 30-300 Moderadamente elevada  
A3 >300 Muy elevada  
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Figura 1. Principales causas de la Enfermedad Renal Crónica Terminal por grupos de edad. Registro 
Sociedad Española de Nefrología. 
B. Situación actual. 
 
Aproximadamente 4 millones de personas padecen ERC en España. De ellas unas 
50.909 están en tratamiento renal sustitutivo, la mitad en diálisis y el resto con un 
trasplante renal funcional (Informe de Diálisis y Trasplante 2013dr). Cada año unas 
6.000 personas con insuficiencia renal progresan hasta la necesidad de seguir uno de los 
tres tipos de tratamiento sustitutivo renal (TSR): hemodiálisis (HD) diálisis peritoneal 
(DP) y trasplante renal (Tx). La prevalencia de la ERC aumenta de forma progresiva 
con el envejecimiento y con otras enfermedades como la diabetes tipo 2, la hipertensión 
arterial y la arterioesclerosis
8
. La ERC se presenta asociada a cuatro patologías crónicas 
de alta prevalencia como son la diabetes, hipertensión arterial, insuficiencia cardiaca y 
cardiopatía isquémica, según evidencia el registro oficial de Diálisis y Trasplante de la 
Sociedad Española de Nefrología de 2013. 
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C. Características del paciente con enfermedad renal crónica en 
diálisis 
 
  Alteraciones clínicas. 
 
En fases iniciales de la ERC, los pacientes suelen estar asintomáticos. Cuando el 
FG disminuye por debajo de 30 ml/min, pueden aparecer ciertos síntomas como 
astenia y malestar general. Los síntomas que se pueden presentar en estos 
pacientes son: 
 Manifestaciones cardiovasculares5,7 como hipertensión arterial. La causa 
fundamental es la retención hidrosalina, aunque también está implicada 
una situación de hiperreninemia (Tasa anormalmente elevada de renina 
en sangre). 
 Alteraciones gastrointestinales  
 Alteraciones hematológicas un signo precoz en la evolución de una 
insuficiencia renal crónica es la anemia, causada en gran parte por déficit 
de eritropoyetina
9
 
 Alteraciones neurológicas, como la encefalopatía urémica10. 
 Alteraciones osteomusculares11 (osteodistrofia renal), se manifiesta por 
dolores óseos, deformidades (reabsorción de falanges distales en dedos), 
fracturas y retraso del crecimiento en niños. 
 Alteraciones dermatológicas, el signo característico es el color pajizo de 
la piel, producido por la anemia y por el acúmulo de urocromos.  
 Alteraciones hormonales. Se ve afectado el tiroides y por tanto la 
parathormona (PTH) 
9
. 
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Por ello es importante la depuración de las sustancias toxicas que el organismo genera 
por el metabolismo,  y que en condiciones fisiológicas normales son eliminadas por el 
hígado y el riñón. Para ello se usa el FG y como método indirecto el parámetro de 
aclaramiento que  se define como el volumen de plasma sanguíneo (en ml), que por 
efecto de la función renal, queda libre de la sustancia X en la unidad de tiempo (en 
minutos), donde X puede ser cualquier sustancia disuelta en la sangre que pueda llegar 
hasta el riñón. Habitualmente se usa la creatinina por eliminarse solo por el riñón. Una 
disminución del FG es causa suficiente para un aumento de la concentración de la 
creatinina del suero por lo que sugiere lesión renal. El desarrollo natural de la patología 
viene resumido de manera gráfica en la Tabla 2. 
 
 
Tabla 2. Evolución de la enfermedad renal crónica. 
 
 
 
Disminución de la 
reserva de la 
función renal
Deterioro renal
Insuficiencia renal
Uremia
Al disminuir el numero de nefronas funcionales aumenta  el filtrado de cada 
nefrona residual; se mantiene el balance externo de sodio , agua y la excreción 
neta de ácido. 
Disminuye el filtrado de fosforo. La concentracion de fosforo serico se 
mantiene constante a expensas de elevar la PTH. Descenso de la 1,25 (OH)D3.
Elevación de las cifras de fosforo sérico. Hiperparatoidismo. Osteodistrofia renal. 
Acidosis, uremia , anemia, hipocalcemia. Falta de concentración y dilución en la 
orina. Hiponatremia en caso de sobrecarga de H2O.Astenia.
Irritabilidad, letargo, anemia, lentitud intelectual, coagulopatia, inmunosupresión, 
amenorrea, prurito, neuropatía, vómitos etc..
100 %
50 %
25 %
10 %
 
 
31 
 
 Alteraciones bioquímicas 
 
Las alteraciones bioquímicas de la ERC son múltiples. Incluyen alteraciones 
hidroelectrolíticas del sodio, potasio, y del equilibrio ácido base con acidosis 
metabólica. Igualmente alteraciones del metabolismo mineral como calcio, fósforo, 
vitamina D y PTH. Otras muchas alteraciones como anemia, acidosis y otras pueden 
aparecer. 
Pero también existen alteraciones  asociadas a dislipemia. Así, tener colesterol total, 
colesterol, LDL y triglicéridos elevados  y/o  un HDL bajo, aumenta la morbilidad y la 
mortalidad cardiovascular. La enfermedad renal también se asocia comúnmente a esta 
anormalidad de los lípidos del plasma, esto probablemente secundario a la actividad 
reducida de la lipasa de la lipoproteína evidente con FG menor de 50ml/min. La 
alteración más frecuente es la hipertrigliceridemia.  La dislipemia acelera la progresión 
de la enfermedad renal por estimulo de la proliferación mesangial de la célula, 
expresión de las citoquinas inflamatorias, síntesis extracelular de la matriz y oxidación 
del LDL para generar aniones súper óxido dando lugar a estrés oxidativo.
12
Pero otras 
alteraciones muy usuales y que tienen una estrecha relación con el objetivo de la 
presente tesis son las alteraciones inflamatorias y oxidativas. 
 Proceso inflamatorio en enfermedad renal. 
 
El paciente con insuficiencia renal presenta una situación de inflamación sistémica 
importante. Los niveles de marcadores de inflamación como son la proteína C reactiva 
(PCR), interleuquinas  IL-1β e IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) se 
encuentran elevados 
13
,
14
 en estos pacientes. 
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Durante los últimos años la inflamación crónica ha sido identificada como la 
responsable de un amplio rango de estados patológicos, como enfermedad 
cardiovascular, obesidad, diabetes, malnutrición e incluso envejecimiento 
15
. La ERC se 
caracteriza por un estado de inflamación crónica que parece estar relacionado con el 
estrés oxidativo, disfunción endotelial y calcificación vascular 
16
 siendo común entre los 
individuos con ERC moderada  pero sobre todo en aquellos en estadios avanzados. Las 
razones por las que la ERC se asocia con un riesgo aumentado de inflamación crónica 
son complejas influyendo múltiples factores subyacentes, incluidos el medio urémico, 
aumento de citoquinas proinflamatorias circulantes, aumento de estrés oxidativo, 
pérdida energética proteico-calórica o mayor incidencia de infecciones crónicas.  
La respuesta de fase aguda se define como la actividad fisiopatológica que acompaña a 
la inflamación. Aquellas proteínas cuyas concentraciones plasmáticas cambian al menos 
un 25% durante los estados inflamatorios se conocen como proteínas de fase aguda 
habiéndose descrito múltiples que pueden aumentar  (PCR, amiloide sérico tipo A, 
fibrinógeno, haptoglobina, ferritina) o disminuir (albúmina, transferrina) en el proceso 
inflamatorio. Muchas de estas proteínas se sintetizan en el hígado en respuesta a 
infección, daño tisular, crecimiento neoplásico o desórdenes inmunológicos. Su función 
es ayudar a la defensa del huésped frente a estos daños, y también cambios 
neuroendocrinos (fiebre, anorexia, disminución de tiroxina, aumento de cortisol), 
hematopoyéticos (anemia, leucocitosis, etc) y metabólicos (pérdida de masa muscular, 
aumento de la lipolisis) dan lugar a la respuesta de fase aguda (Figura 2) 
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Figura 2. Acciones de las citoquinas proinflamatorias en la ERC. Adaptada de Stenvinkel 
y cols. Kidney Int 2005. 
La medición de las proteínas reactantes de fase aguda es frecuentemente utilizada para 
definir la presencia y el grado de inflamación en un paciente. A pesar de denominarse 
reactantes de fase aguda, la respuesta de fase "aguda" puede persistir durante meses o 
años y convertirse en crónica. En esos estados de inflamación crónica, diversas 
proteínas de fase aguda positivas incluida la PCR ( < 1mg / L) pueden encontrarse 
levemente o persistentemente aumentadas y  predisponer a un aumento de enfermedad 
ateroesclerótica. En general un aumento generalizado en la respuesta inflamatoria en los 
pacientes con disminución de la función renal puede producirse a través de los 
siguientes mecanismos:  
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-Disminución del aclaramiento de las citoquinas proinflamatorias y alteración del 
sistema inmune  
- Sobrecarga de volumen con endotoxinemia 
- Aumento del estrés oxidativo  
- Disminución de los antioxidantes  
- Aumento de la presencia de comorbilidad  
- Alteraciones en el metabolismo calcio-fósforo  
- u otros factores: obesidad, resistencia a la insulina y factores genéticos 
 Por otro lado el deterioro de la función renal puede implicar una disminución en el 
aclaramiento de factores que intervienen en la inflamación. Así se ha visto que en 
pacientes con ERC la vida media sérica de la IL-6 , la IL-1 y TNF α es más elevada 17,18 
reduciendo el aclaramiento proporcionalmente a la reducción del FG 
19,20
 y 
correlacionando negativamente con la función renal residual.
21,22
. La sobrecarga de 
líquidos en pacientes con ERC conduce a la acumulación de endotoxinas como 
lipopolisacáridos y bacterias. A su vez estos procesos pueden estimular a los monocitos, 
produciendo una mayor síntesis de citoquinas proinflamatorias 
23–25
. Además las 
alteraciones del metabolismo calcio-fósforo aumentan el riesgo de calcificaciones 
vasculares que pueden actuar como un nido de respuesta inflamatoria local 
26
. 
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 Especies reactivas de oxigeno (ROS). Estrés oxidativo 
 
El paciente con  insuficiencia renal presenta una situación de oxidación, como 
demuestra el aumento de las especies reactivas de oxígeno
27,28
. 
Las ROS son productos del metabolismo normal de la célula. La producción de ROS 
intracelular puede ser, según el contexto, dañina o beneficiosa 
29
.Cuando ROS se 
producen a concentraciones bajas o moderadas los efectos son beneficiosos , 
participando en procesos fisiológicos como agentes anti infecciosos o como reguladores 
de diferentes vías de señalización intracelular. Los efectos tóxicos causados por los 
radicales libres se deben a los cambios estructurales y funcionales que se producen 
como consecuencia de la interacción de altas concentraciones de estas moléculas con 
elementos celulares normales, como los ácidos nucleicos, lípidos y proteínas, en un 
proceso denominado estrés oxidativo 
29–31
. Las ROS son moléculas pequeñas o 
fragmentos de moléculas que, en la mayor parte de los casos, contienen uno o más 
electrones desapareados en los orbitales moleculares 
32
,  poseen una vida media corta, 
porque el electrón o electrones desapareados son altamente reactivos, y por esta razón 
son denominados radicales libres. Las células generan energía aeróbicamente 
reduciendo el oxígeno molecular a agua. La enzima citocromo C oxidasa mitocondrial 
cataliza esta reacción que conlleva la transferencia de 4 electrones al oxígeno, dando 
lugar a diferentes ROS como el anión superóxido (O2 -), el agua oxigenada (H2O2) y el 
radical hidroxilo (.OH)(Figura 3). 
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Figura 3. Especies reactivas (ROS) y sistemas antioxidantes celulares33. MPO (Mieloperoxidasa) 
 
 
El organismo posee mecanismos de protección frente al estrés oxidativo, pudiendo 
prevenir la generación de ROS, destruir los oxidantes una vez formados, o reparar los 
daños producidos por ellos. En condiciones fisiológicas la célula mantiene un delicado 
equilibrio entre la producción y la destrucción de ROS 
34
. Los mecanismos de 
detoxificación pueden ser enzimáticos o no enzimáticos y se definen como sistemas 
antioxidantes (Figura 4) entre los que se encuentran principalmente el factor de 
transcripción Nrf-2 y  la súper oxido dismutasa ( SOD) . 
Entre las principales fuentes de producción de ROS se encuentra la activación celular en 
los procesos de inflamación 
35
. También se produce el efecto inverso, y los ROS pueden 
provocar efectos proinflamatorios. Por ejemplo, se ha demostrado que determinadas 
         MPO 
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ROS, como el peróxido de hidrógeno, activan el factor de transcripción de NF-kB, 
promoviendo la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias, dando lugar a una amplia 
cascada de la respuesta inflamatoria 
36,37
.  
 
                                                                        
 
 
 
 
Figura 4. Respuesta Nrf2 a estrés oxidativo. Mecanismo de activación de Nrf2 y síntesis de diferentes 
enzimas antioxidantes. 
 
 Morbimortalidad. 
 
La tasa de mortalidad entre pacientes en diálisis es mayor que la de muchas 
enfermedades neoplásicas 
38,39
. Las causas principales de muerte entre los pacientes con 
ERC son la enfermedad cardiovascular y la infección. Durante la década de los 80 y 
  Condición constitutiva 
Proteosoma 
Reparacion y eliminación 
proteínas dañadas 
Supervivencia  celular NQO-1,HO-1,SOD-1 
,catalasa, Prx 
Citoplasma 
Nucleo 
 Estrés oxidativo 
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mediados de los 90, la albúmina sérica, y en general los parámetros que establecen el 
estado de nutrición, fueron considerados los mejores predictores de mortalidad en los 
pacientes con ERC. Bergström y colaboradores mostraron por primera vez el poder 
predictor de la PCR a sobre la mortalidad de estos pacientes. Zimmerman et al
40
 
encontraron que tanto PCR como albúmina eran predictores de todas las causas de 
mortalidad en pacientes en diálisis. Sin embargo, los niveles de PCR contribuyen más al 
riesgo de mortalidad y también sustituyen a la albúmina cuando se incluyen ambos en el 
modelo de regresión. Otro estudios  informaron que el 60% de los pacientes en HD que 
morían tenían aumentada la IL-6 
41
 por encima del tercil superior. Por los hallazgos 
encontrados, tanto la IL-6 como PCR tienen mayor efecto que la albúmina en predecir 
la mortalidad, y cuando los tres parámetros se combinan en modelos de regresión 
múltiple, estos marcadores inflamatorios desplazan a la albúmina como predictores de 
pronóstico de forme que el aumento de los marcadores inflamatorios crónicos se asocia 
con un peor pronóstico y mayor mortalidad entre pacientes con ERC. La principal causa 
de muerte en la mayoría de los individuos con ERC son las enfermedades 
cardiovasculares por encima de la infección o la malnutrición. Quizás la mejor 
evidencia, que apoya la importancia de la inflamación en la patogenia de la 
aterosclerosis, proviene de la observación de que los pacientes sin enfermedad renal que 
presentan un aumento de marcadores de inflamación sistémica y de estrés oxidativo y se 
asocian con un mayor riesgo de aterosclerosis. La relación entre elevación de TNF-α y 
enfermedad cardiovascular y mortalidad no está tan clara como en el caso de la IL-6. 
Sin embargo, algunos estudios con una población muestral pequeña han mostrado que 
las concentraciones elevadas de TNF-α predicen la muerte en pacientes en diálisis42, 
además TNF-α es un factor pro aterogénico. 
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 Los últimos datos de mortalidad (Registro español de trasplantes renales, 2013) revela 
que en los pacientes en hemodiálisis, diálisis peritoneal y pacientes trasplantados la 
mortalidad tiene un comportamiento lineal en los últimos años ( Figura 5). Al desglosar 
los pacientes en función de la edades, hay un incremento de la mortalidad, ya sea  en 
hemodiálisis, diálisis peritoneal o trasplantados ( Figura 6). 
 
Figura 5 Representación gráfica de la mortalidad en pacientes sometidos a diálisis o trasplantados a lo 
largo de los años. 
 
Figura 6. Representación gráfica de la mortalidad en pacientes sometidos a diálisis o trasplantados por 
grupos de edades. 
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D. Técnicas de Hemodiálisis. 
 
 Hemodiálisis. 
 
Cuando fracasa el tratamiento conservador en el paciente, la sustitución temporal o 
definitiva de la función renal se hace por medio de la depuración extra renal y del 
trasplante renal. La diálisis es un fenómeno físico químico en virtud del cual la 
concentración de dos soluciones situadas a ambos lados de una membrana 
semipermeable tiende a igualarse. En relación a un gradiente de concentración, a la 
superficie filtrante, y al coeficiente de permeabilidad de la membrana. Es una técnica 
que sustituye la función uropoyética, pero no la endocrinometabólica del riñón. Existen 
diversos métodos de diálisis, entre los que podemos encontrar:  
A. Hemodiálisis  (HD) 
B. Diálisis peritoneal  (DP) 
C. Hemofiltración 
Tanto la HD como la DP son tratamientos dirigidos a sustituir la función renal pero no 
curan la Insuficiencia renal. Estos tratamientos aumentan la calidad de vida del paciente 
y le permiten vivir más tiempo. El único tratamiento que puede curar al paciente es el 
trasplante renal. La HD ayuda a controlar la tensión arterial y ayuda al organismo a 
mantener un balance adecuado de electrolitos (potasio, sodio, calcio) y bicarbonato. 
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 Material usado en hemodiálisis. Composición. 
El material usado en la HD y que está en contacto con la sangre es: 
 Filtro o dializador: 
El dializador, es la parte fundamental del sistema de depuración extracorpórea con 
hemodiálisis, siendo el compartimento donde se produce la eliminación de las toxinas 
urémicas retenidas y generadas por la insuficiencia renal crónica. El dializador, se 
compone de una carcasa de recubrimiento, que contiene una membrana semipermeable 
que separa dos compartimentos bien diferenciados, por donde circulan la sangre y el 
líquido de diálisis respectivamente. Los dializadores, se pueden clasificar de acuerdo a 
su diseño geométrico, según la composición de la membrana o de acuerdo a su 
capacidad de eliminar solutos de la sangre 
43
. Continuamente se están introduciendo 
algunas modificaciones estructurales, tanto en la entrada de sangre como del líquido de 
diálisis, para incrementar su eficiencia depuradora 
44
. 
En lo que se refiere al tipo de membrana se pueden dividir, teniendo en cuenta su 
composición, en celulósicas, celulósicas modificadas y sintéticas. Aunque la tendencia 
actual es a definirlas en relación a sus características y propiedades. En este sentido, se 
han agrupado de acuerdo a su grado de biocompatibilidad, permeabilidad, eficacia 
depuradora, distribución simétrica o asimétrica (según la distribución y el tamaño de los 
poros), polaridad, y sus propiedades hidrofílicas e hidrofóbicas 
45
. La composición 
química y la capacidad de depuración, son las dos características que más se utilizan 
actualmente para su clasificación 
43
. Así los dializadores se  pueden clasificar  por: 
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a) Biocompatibilidad de la membrana: 
 Membranas de celulosa o celulosa modificada. En general implican un menor 
grado de biocompatibilidad (excepto el triacetato de celulosa) 
 Membranas sintéticas. En general implican un mayor grado de 
biocompatibilidad 
b) Capacidad de ultrafiltración (permeabilidad convectiva): (En función del 
Coeficiente de Ultrafiltración  (Kuf)): 
-Membranas de Bajo Flujo. Kuf < 12 ml/h/mm Hg 
           -Membranas de Alto Flujo: Kuf > 20 mL/h/mm Hg 
c) Eficiencia (permeabilidad difusiva): En función del coeficiente de Transferencia 
de Masa (KoA): 
-Baja Eficiencia: KoA < 600 ml/min 
          -Alta Eficiencia: KoA > 600 ml/min 
Las membranas usadas para la realización del dializador son generalmente 
homopolímeros  (Tabla 3).  
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  Tabla 3. Tipos de dializadores usados en hemodiálisis y composición de la membrana   y la carcasa.      
* 
Membranas sintéticas son tratadas con PVP para hacerlas más hidrofilicas. 
Externamente el dializador tiene una cubierta o carcasa de material plástico resistente, 
en cuyo interior del cual están los capilares de las membranas y el líquido de diálisis. La 
composición más usual del mismo es de policarbonato aunque podemos encontrar 
también polipropileno, poliuretano o triacetato de celulosa. 
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 Líquido de diálisis 
En la hemodiálisis se pone en contacto la sangre del paciente con un líquido de diálisis, 
de composición variable y que se equilibrará con la sangre. El líquido de diálisis o baño 
de diálisis resulta de la unión de agua ultrapura, bicarbonato y un concentrado de 
electrolitos denominado concentrado de diálisis. Esta unión lo realiza en las 
concentraciones exactas el monitor de diálisis. Luego es trasladado al dializador para 
ponerse en contacto con la sangre a través de la membrana de diálisis. 
El líquido de reposición sirve para reponer todo o la mayor parte del líquido perdido por 
el ultrafiltrado, que es el fluido que se elimina con las moléculas que lleva disueltas. Es 
muy adecuado utilizar una misma solución para dializar y reponer, ya que ello 
simplifica el tratamiento. La composición de estos fluidos, son muy cercanas a la del 
plasma. 
 Líneas arterial y venosa 
El circuito extracorpóreo se conecta al paciente mediante la línea arterial, y mediante un 
bomba, la sangre se impulsa hacia el dializador (300 ml/min). Se produce el paso de la 
sangre por los capilares del dializador, donde se realiza el intercambio de sustancias. La 
sangre depurada sale del dializador y regresa al paciente por la línea venosa. En el 
trayecto de ambas líneas existen lugares para realizar extracción de sangre o 
administración de medicación, al igual que cámaras para la estabilización de la sangre. 
Ambas líneas están fabricadas en PVC (policloruro de vinilo) que contiene BPA al igual 
que los adaptadores de dichas líneas. 
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 Agujas 
La sangre es extraída del acceso vascular del paciente gracias a la utilización de 
unas agujas de 14-16 frech de diámetro, que tienen igualmente un trayecto plástico, 
contiene también BPA y que sirve de unión a las líneas. 
El recorrido de la sangre desde que sale del acceso vascular del paciente pasa primero 
por las agujas de punción o el catéter, las líneas arteriales, los capilares del dializador, 
donde se ponen en contacto con el líquido de diálisis, la línea venosa y la aguja de 
entrada. Durante ese tiempo está en contacto con diversos materiales plásticos con 
diferente grado de biocompatibilidad. 
 Principios físicos en la hemodiálisis. 
 
El dializador está dividido en dos espacios por medio de una membrana semipermeable: 
por un lado pasa la sangre y por el otro el líquido de diálisis. Esta membrana es muy 
delgada y contiene poros que permiten el paso de las sustancias de desecho o tóxicas y 
del agua desde la sangre hacia el líquido de diálisis no permitiendo el paso de elementos 
formes,  proteínas de tamaño grande, hormonas, etc...  
En la diálisis, la sangre del paciente presenta concentraciones de  sustancias toxicas 
(incluyendo desechos metabólicos) y el líquido de diálisis no las contiene, por lo tanto, 
esta diferencia de concentración de un lado al otro es lo que determina el pase de 
sustancias desde la sangre al dializado. Todo este proceso es dinámico ya que la sangre 
circula constantemente por el filtro:  del dializador sale sangre sin impurezas que 
retorna al paciente por el acceso venoso y entra sangre con toxinas por el acceso arterial 
a la membrana de diálisis, al igual que, sale dializado con toxinas y entra dializado sin 
ellas, existiendo siempre la diferencia de concentración  necesaria para poder eliminar 
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esas toxinas de la sangre en forma continua. Por otra parte, también se necesita extraer 
el agua que se ha acumulado en el cuerpo ya que esta sobrecarga de líquido provoca 
presión alta y un aumento en el trabajo del corazón con el riesgo que esto implica. La 
manera de realizarlo es generar mecánicamente un aumento en la presión del 
compartimento de la sangre dentro del filtro que empuja al líquido contra la membrana 
forzándolo a atravesarla hacia el compartimiento del dializado por donde es eliminado. 
Los tres principios físicos que rigen la diálisis son: 
 DIFUSION: es el proceso por el cual dos soluciones de diferentes 
concentraciones, cuando se pone en contacto, llegan a formar una mezcla 
uniforme, a causa del movimiento constante de las partículas de las dos 
soluciones, que tienden a distribuirse uniformemente por todo el volumen de la 
solución. 
 OSMOSIS: consiste en el desplazamiento del  líquido a través de una membrana 
semipermeable desde el lado de menor concentración al de mayor 
concentración. Este fenómeno se utiliza en la diálisis peritoneal. 
 CONVECCION: es el paso de agua y solutos producido por una diferencia de 
presiones a los dos lados de la membrana. De esta forma se favorece el paso del 
agua y las moléculas que le acompañan en una u otra dirección. 
 Tipos de técnicas en hemodiálisis. 
 
En función de estas características se describen las siguientes modalidades de 
hemodiálisis: 
a) HEMODIÁLISIS DE BAJO FLUJO (HD convencional). 
La más utilizada hasta hace 10 años. En ella se utiliza un dializador de baja 
permeabilidad hidráulica y el tamaño de los poros es pequeño (antiguamente de 
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cuprofano, aunque actualmente se utilizan otras celulosas modificadas o membranas 
sintéticas). Se utiliza como tampón el bicarbonato. La depuración se realiza mediante 
mecanismo difusivo. No depura las grandes moléculas y lo hace de manera insuficiente 
con las medianas. Podemos diferenciar entre baja eficacia (dializadores de baja 
eficiencia, KoA < 600 ml/min, Kuf <12 ml/h/mm Hg, flujo de sangre entre 200 y 300 
ml/min y flujo de líquido de diálisis de 500 ml/min) y alta eficacia (dializadores de alta 
eficiencia, KoA > 600 ml/min, Kuf 10-20 ml/h/mm Hg, flujos de sangre entre 300-500 
ml/min y flujo del líquido de diálisis entre 500-800 ml/min. Este tipo de diálisis 
pretendía inicialmente reducir el tiempo de diálisis mejorando el rendimiento de los 
procesos de difusión, con lo que se mantenía una dosis de diálisis adecuada. 
Posteriormente el objetivo ya no fue reducir el tiempo, sino poder ofertar una mayor 
dosis global de diálisis. 
b) HEMODIÁLISIS DE ALTO FLUJO: 
Esta técnica pretende mejorar la calidad de diálisis y el tamaño de los poros es mayor. 
Se utilizan membranas de alta permeabilidad. Mejora el aclaramiento de moléculas de 
peso molecular mediano. El transporte sigue siendo difusivo, si bien existe más 
transporte convectivo que en las modalidades anteriores. Se necesita de un líquido de 
diálisis estéril ya que casi siempre se producirá cierto grado de retrofiltración 
46
 
c) HEMODIAFILTRACIÓN: 
Son las modalidades más recientes y utilizan, además del transporte difusivo, el 
convectivo. Precisa membranas de alta permeabilidad, eficiencia y flujo, monitores 
complejos con estricto control de la ultrafiltración y elevada pureza del líquido de 
diálisis. Se emplea una tasa de ultrafiltración elevada (3-30 litros/sesión), siendo 
necesario reponer la mayoría del volumen ultrafiltrado con un líquido de sustitución de 
forma sincronizada que debe tener una adecuada composición electrolítica, estéril y sin 
 
 
48 
 
pirógenos. La reposición puede hacerse antes (pre-dilucional) o después (post-
dilucional) de la entrada de la sangre en el dializador. Es una técnica que depura de 
forma muy eficiente las pequeñas y medianas moléculas, sin que exista retrofiltración. 
Hay muchas variedades de hemodiafiltración en las que se debe diferenciar entre 
técnicas con volumen de reinfusión bajo (inferior a 15 litros) y técnicas de 
hemodiafiltración con elevados volúmenes de reinfusión (superior a 15 litros).  
a) HDF con un volumen de reinfusión inferior a 15 litros: 
- Biofiltración o Hemodiafiltración convencional. La reposición se realiza con un 
volumen inferior a 2 litros/hora. 
- Biofiltración sin acetato (AFB). El líquido de diálisis no tiene solución tampón, la 
ultrafiltración es pequeña, de unos 2-3 litros a la hora y la reposición se hace con una 
solución de bicarbonato. Con esta técnica se consigue un gran control del equilibrio 
ácido-base, ya que puede individualizarse el aporte de bicarbonato. 
- Diálisis con regeneración del ultrafiltrado (HFR): Se utiliza como líquido de 
reinfusión el propio ultrafiltrado del paciente tras pasar por un cartucho adsorbente. 
b) HDF con un volumen de reinfusión superior a 15 litros: 
- Hemodiafiltración en línea (“on-line”). Es la técnica más reciente y se caracteriza por 
que el propio monitor de diálisis genera el líquido de sustitución de forma continua a 
partir del líquido de diálisis. cartucho adsorbente. Evita el almacenamiento del líquido 
de reposición, si bien necesita que el líquido de diálisis tenga unas características de 
pureza determinada (líquido ultrapuro). Alto volumen de reposición, entre 5-10 
litros/hora, generalmente más de 20 litros por sesión. 
- Hemofiltración. No hay líquido de diálisis, por lo que no hay difusión, sólo transporte 
convectivo. Precisa de grandes volúmenes de ultrafiltrado que se reponen con líquido de 
sustitución (más de 20 litros por sesión). Precisa de membranas de alta permeabilidad. 
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No depura de forma adecuada las pequeñas moléculas, por lo que es una técnica en 
desuso para la enfermedad renal crónica, al menos en nuestro país, si bien se sigue 
empleando en las unidades de cuidados intensivos, como técnica continua y lenta 
debido a su buena tolerancia hemodinámica. 
E. Toxinas Urémicas. 
 
Se definen como sustancias que se acumulan en los pacientes urémicos y que son 
responsables de los cambios clínicos. Su eliminación previene un síntoma o daño y por 
lo tanto una  respuesta inflamatoria. Se conocen más de 5000, aunque no todas están 
bien estudiadas. Pueden estar unidas o no a proteínas. 
Hay una clasificación clásica de toxinas urémicas: 
 Pequeñas e hidrosolubles, cuyo tamaño son < 500 Da  son fácilmente eliminadas 
por cualquier técnica de diálisis como son la urea o creatinina, y se caracterizan 
por que no tienen que ser necesariamente tóxicas  
 
 
 
 
 
           Tabla 4. Toxinas urémicas de pequeño tamaño. 
 
 Medianas, aquellas cuyo tamaño comprendido está entre 500 – 5000 Da, son 
complicadas de eliminar, no valen todas las técnicas de diálisis y podemos 
encontrar entre ellas a la leptina y a la β2-microglobulina. 
 
 
 
Urea                           
Oxalato 
Ribonucleotidos        metiladenosina,pseudouridina 
Guanidinas                 guanidina, ADMA 
Polioles                       arabinitol,sorbitol,manitol 
Péptidos                      lipotropina 
Purinas                        urico, xantina 
Primidinas                   ac. orotico,timina 
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Tabla 5. Toxinas urémicas tamaño medio 
 
 Moléculas unidas a proteínas (cualquier peso molecular) , las más difíciles de 
eliminar. Podemos encontrar entre ellas fenoles o índoles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6. Toxinas urémicass unidos a proteínas. 
 
La mayoría de ellas en pacientes renales están aumentadas con respecto a 
personas con función renal normal. En representación de toxinas endógenas se 
encuentran el p-cresol o los índoles, como productos del metabolismo de las 
bacterias de la flora intestinal han sido ampliamente estudiadas y presentan  
analogías con el BPA que es el objeto principal de esta tesis.  
 Importancia clínica 
 
El síndrome urémico constituye una compleja asociación de anomalías bioquímicas y 
fisiopatológicas, debido a la acumulación de un importante número de sustancias como 
resultado de la disminución de la filtración glomerular y de otros factores en relación 
con la disfunción renal. Un importante número de sustancias se acumula en la 
insuficiencia renal y la mayoría de ellas ejercen un efecto perjudicial sobre las múltiples 
funciones fisiológicas y bioquímicas de todos los sistemas orgánicos, por lo cual el 
síndrome urémico resulta así de la acumulación global de varias sustancias y no de una 
sola sustancia. En este sentido se considera que los principales productos de la retención 
en la uremia son: la urea, la creatinina, la pseudo-uridina 
47
, la metilguanidina y otras 
Peptidos                             beta 2 microglobulina, PTH, leptina 
Citocinos                            IL-1, IL-6, TNF  
Adipocitocinas                    Adiponectina, visfatina 
Homocisteina 
Fenoles                                           fenol, p-cresol 
AGE                                               glioxal 
Hipuratos                                       ac. Hipurico 
Indoles                                           Indoxil-sulfato 
Peptidos                                         Leptina, RBP 
Poliaminas                                     spermina, spermidina 
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guanidinas, el sulfato de indoxilo, el ácido orto- hipurico 
48,49
, ciertos peptidos 
50
, la 
hormona paratiroidea, la beta 2 microglobulina, las poliaminas 
51
, las purinas, los 
fenoles e índoles, los fosfatos, los ácidos uránicos 
52
, la dimetilarginina 
53
, los oxalatos 
54
  y  la homocisteina. Por ello es importante depurarlas del organismo cuando el riñón 
no pueda hacerlo. 
 Depuración. 
 
La diálisis debe depurar lo más parecido al riñón con un punto de corte de 60000 Da 
(Albumina). La HD de bajo flujo elimina moléculas cuyo tamaño es < de 5000 Da. Las 
moléculas pequeñas como la urea o la creatinina, dependen de difusión (se dializan bien 
con cualquier membrana o técnica). Las moléculas más grandes se dializan bien con 
transporte convectivo o por ultrafiltración y mejor cuanto mayor es el poro del 
dializador: HF80 < PEPA ; arilane < FX1000 (Tipos de dializador).  
Las técnicas de hemodiafiltración con altos volúmenes de reposición, son las más 
eficaces en la eliminación de las toxinas urémicas tanto de pequeñas, medianas como 
grandes moléculas. Todavía no disponemos de técnicas eficaces para la adecuada 
eliminación de las toxinas de pequeño tamaño unidas a proteínas. 
Las toxinas intracelulares necesitan del tiempo para mejorar su depuración, pues deben 
de pasar desde la célula hasta el plasma. Muchas de estas moléculas no son depuradas 
correctamente, pues en las horas que dura la diálisis, estas no pasan de forma rápida al 
plasma, y ocurre en las horas siguientes a finalizar la diálisis. 
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2. BISFENOL A 
 
 Historia y Aplicación industrial. 
 
El bisfenol A, es un compuesto orgánico con dos grupos funcionales fenólicos. Es un 
monómero habitual que forma parte de muchos plásticos y aditivos plásticos de uso 
diario. Fue sintetizado por primera vez por el químico ruso Aleksandr Dianin en 1891 
 
Figura  6.- Estructura química unitaria de policarbonato hecho de Bisfenol A. Peso Molecular del 
monómero: 284 g/mol. 
Su síntesis se realiza  mediante la condensación de la acetona con dos equivalentes de 
fenol. La reacción es catalizada por un ácido, como el ácido clorhídrico (HCl), o 
una resina de poliestireno sulfonado. 
La importancia del BPA deriva de su ubicuidad, pues se trata de un compuesto que está 
presente en la mayoría de los envases usados comúnmente; es un componente habitual 
en plásticos (policarbonatos) y resinas epoxi. Fue utilizado inicialmente  en la década de 
1930 como estrógeno sintético
55,56
, siendo sustituido por  el dietilestilbestrol (DES) 
57
. 
Acabo convirtiéndose en un monómero en la fabricación de diversos productos 
cotidianos como son  botellas de plástico, biberones o lentillas. Las resinas epoxi que 
contienen BPA se usan como recubrimiento de latas usadas en alimentación, aunque 
existe una tendencia a su sustitución por poliésteres 
58
. Ante lo extendido de su uso, el 
riesgo potencial del BPA, como estrógeno sintético de consumo cotidiano, en la salud 
humana lleva muchos años siendo un tema de debate para las agencias reguladoras. 
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 Metabolismo 
El BPA ha despertado el interés entre la comunidad nefrológica pues se le ha 
relacionado con alteraciones renales y endocrinas, pero sobre todo porque su 
eliminación es renal, y por lo tanto el paciente renal tiene incrementados sus niveles 
sanguíneos y tisulares. Puede considerarse una toxina urémica de origen exógeno. 
El BPA suele ser pasar al torrente circulatorio a través de la vía oral, usualmente 
acompañando a los productos contenidos en recipientes de plástico que lo contienen. Al 
igual que ocurre con los fenoles de origen intestinal, el BPA se conjuga en intestino e 
hígado con ácido glucurónico y se elimina en su práctica totalidad en la orina 
59
 ( Figura 
7). 
             
                Figura 7. Metabolismo del bisfenol A y su excreción por el riñon.60    
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También puede existir exposición por vía no oral de manera que es considerado un 
tóxico de origen ambiental. Sin embargo, más controvertida es su exposición constante 
durante años dada su función como agonista endocrino. El BPA está catalogado 
comúnmente como disruptor endocrino. A pesar de las evidencias publicadas  
61
, las 
autoridades europeas y americanas consideran que debido a su rápida eliminación, se 
puede considerar al BPA un compuesto relativamente seguro.  
 Efectos a nivel celular. 
 
Hay muchos estudios que evidencian que el BPA es perjudicial para los humanos  y no 
solo genera activación por  parte de las células de procesos inflamatorios o respuesta a 
estrés oxidativo 
62,63
 si no que está involucrado en la formación de tumores por 
sobreexpresión de la ciclooxigenasa - 2 (COX - 2 ) y la transición epitelio-mesenquimal 
( EMT)  por efecto del BPA
64,65
. El BPA disminuye la actividad enzimática de los 
complejos (I,II,III,IV y V) de la cadena de trasporte electrónico, un aumento 
significativo en peroxidación lipídica, proteínas de oxidación y generación de 
superóxidos mitocondriales 
66
. Hay estudios en ratas que sugiere disfunción de las 
células β pancreáticas por exposición de BPA y muerte celular por apoptosis vía 
citocromo C 
67
. De hecho, varios estudios publicados confirman que las células beta 
pancreáticas son una diana del BPA. Por ejemplo, las señales de Ca2 + inducida por 
glucosa se potenciaron, y el factor de transcripción CREB se activó en islotes recién 
aislados tratados con una dosis baja de BPA
68,69
. En la actualidad, muchas evidencias 
revelan que BPA podrían interaccionar con muchos receptores hormonales nucleares 
tales como los receptores de estrógenos 
70,71
, receptor estrógeno humano 
70,72,73
, receptor 
de esteroides y xenobióticos
74
, receptor de andrógenos
72,75
,receptor humano proliferador 
de peroxisomas
76
 y el receptor de tiroides
77,78
. BPA inicia respuestas rápidas a través 
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receptores unidos a membrana de estrógenos con aproximadamente la misma potencia 
como el 17bestradiol(E2) 
79,80, pero la afinidad a los receptores nucleares clásicos ERα  
y ERβ es mucho menor que la de la hormona endógena. También podría verse 
afectado el sistema tiroideo 
81
.El BPA podría tener efectos sobre el cerebro humano en 
desarrollo que resultan de la interacción con el receptor de andrógenos 
82
, o que se 
deben a la interferencia con los efectos de los estrógenos sobre el circuito neural o 
plasticidad que no están relacionados con la diferenciación sexual 
83
. 
 Evidencias en modelos animales 
 
Existen evidencias directas de la toxicidad sobre animales de experimentación del BPA:  
a) Aparato reproductor: En ratas expuestas a altas dosis de BPA existe un 
incremento de espermatozoides inmaduros 
84
. Los efectos de la exposición al 
BPA neonatal en ratones fue diferente según el nivel de BPA, a 2 mg / kg 
aumenta el peso de la próstata adulta 
85
 y con 10 mg / kg interrumpe el 
desarrollo de la próstata 
86
. La exposición a 10 mg / kg en ratas aumenta la 
susceptibilidad de la glándula prostática a la edad adulta a la carcinogénesis 
hormonal 
87
. Las ratas macho expuestas a BPA tienen menores recuentos de 
esperma y de niveles de testosterona con un efecto significativo en la fertilidad 
88
.  
b) Efectos neurológicos: Un estudio sobre los embriones de pez cebra en desarrollo 
mostraron que el BPA puede influir en el desarrollo del cerebro incluyendo el 
hipotálamo, telencéfalo, y las áreas pre-ópticas 
89
. Estudios en roedores 
demostraron que la exposición en el útero o perinatal a BPA puede dar lugar a 
interrupciones permanentes en el comportamiento, incluyendo aumento de los 
niveles de agresión y la ansiedad, y alteraciones en el aprendizaje, la memoria, la 
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exploración y la capacidad de respuesta emocional 
90
. Varios estudios con 
ratones concluyeron que la exposición a dosis bajas de BPA materno tiene 
consecuencias a largo plazo en el nivel de desarrollo neuro-conductual 
91
, y 
también la exposición neonatal a BPA puede afectar a la morfología del cerebro 
presentan dimorfismo sexual y los fenotipos neuronales adultas 
92
. 
c) Obesidad: de la exposición al BPA tiene efectos persistentes sobre el peso 
corporal y la adiposidad 
93
. Un estudio que se ha realizado en ratas, se ha 
sugerido que la exposición perinatal al agua potable que contenía 1 mg / L de 
BPA aumentó la  adipogénesis en las hembras al momento del destete 
94
. 
 Evidencias en humanos 
 
Muchos de los hallazgos observados en animales de experimentación se han confirmado 
en estudios clínicos. 
a) Aparato reproductor y alteraciones endocrinas: Se ha visto que incluso 
concentraciones muy bajas de BPA son capaces de producir alteraciones tanto 
en la  espermatogénesis 
95
; como estrogénicas 
96
 daño pancreático 
97
, 
alteraciones tiroideas 
98
 o inducir daño hepático 
99
. 
b) Tumorogénesis: La exposición a BPA se ha asociado a la  aparición de 
neuroblastomas y tumores de mama 
100
. 
c) Efectos neurológicos: asociada con el aumento de la hiperactividad y la agresión 
en niños 
101
. 
d) Obesidad y diabetes: la exposición BPA se ha relacionado con el desarrollo de la 
obesidad 
102
, resistencia a la insulina y diabetes 
89,103,104
, describiéndose que es 
capaz de inhibir la liberación de adiponectina 
105
. 
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e) Enfermedad cardiovascular: En los últimos años se han publicado numerosos 
estudios que relacionan esta molécula con diferentes alteraciones en el aparato 
cardiovascular, observándose tanto su implicación en arritmias, mediante unión 
a canales del calcio 
106
, como su asociación en riesgo cardiovascular. Así por 
cada aumento de 4,5 µg/l de BPA en orina el aumento de la incidencia de 
enfermedad coronaria se incrementó en un 13% a 10 años 
107
. 
El más probable de estos factores, sería su influencia sobre la tensión arterial, 
observándose que en adultos sanos estadounidenses los niveles de BPA en orina > 4 
µg/L se asociaron con un aumento del 50% en la prevalencia de la hipertensión en 
comparación con los niveles de BPA en orina  < 1,5 µg / L 
108
.  
 Legislación 
 
La legislación actual ante la falta de criterios científicos concluyentes recomiendan 
reducir la exposición todo lo más posible
109
, fijando unos niveles máximos de seguridad 
de 5 mg/Kg/día en adultos. Aunque siguiendo un principio de precaución desde junio de 
2011 se prohibió en toda la UE los biberones y tetinas que contuvieran BPA, al haberse 
observado un potencial daño muy superior en niños recién nacidos. 
Los motivos para que no sean prohibido se basan en los siguientes criterios: 
 Alto coste económico eliminarlo 
 Las evidencias son en animales. No hay ensayos en humanos 
 Diferencias entre metabolismo de animales de experimentación y humanos. 
 La eliminación es renal prácticamente completa inmediatamente después de la 
ingesta. 
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Sin embargo, a favor de su eliminación se esgrimen una cantidad creciente de 
evidencias de la asociación de la exposición al bisfenol con el desarrollo de patologías 
tanto en modelos experimentales como en estudios observacionales en humanos. 
3. BISFENOL A EN LA ENFERMEDAD RENAL. 
 
Capítulo aparte merece la relación del BPA con la enfermedad renal, dado que en este 
caso no solo es un compuesto con un papel directo en la patología renal, sino que su vía 
de eliminación fundamental es la renal. Por lo tanto, al ser un compuesto de eliminación 
renal, el BPA se acumula en los pacientes con enfermedad renal. 
 BPA como causa del daño renal. 
Entre los indicios que apunta a un papel causal en enfermedad renal está el hecho que en 
adultos sanos niveles de BPA urinario> 1.4 mg / L se asocia con un 23% mayor de 
riesgo de microalbuminuria que en adultos con niveles <0,5 mg /L 
110
, como en niños
111
. 
Asimismo, se ha relacionado con la existencia de albuminuria de bajo grado en adultos 
chinos 
112
. Se han identificado posibles mecanismos de nefrotoxicidad mediada por 
BPA implicando un aumento del estrés oxidativo, la inflamación y la inducción de la 
hipertensión arterial 
113,114
. También recientemente el BPA sérico ha demostrado ser un 
predictor de progresión de enfermedad renal en pacientes con diabetes tipo II 
115
, de 
manera que aquellos pacientes con niveles más altos tienen una mayor progresión de su 
enfermedad renal. Se ha demostrado que el BPA reduce la actividad antioxidante, lo 
cual debe contribuir al estrés oxidativo 
62
, también que el BPA reduce la viabilidad 
podocitaria 
113
 y es capaz de producir hipertrofia podocitaria involucrando a TFG-β y la 
ciclina kinasa inhibidor p27Kip1, el cual es conocido por su papel en el mecanismo de 
la hipertrofia de la celula renal 
116–118
. 
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Sin embargo, es el acúmulo de esta sustancia en el paciente con un descenso del filtrado 
glomerular, lo que ha motivado su análisis como posible toxina urémica. Unos de los 
argumentos para considerar seguro el uso del BPA en el consumo ordinario por los 
diferentes organismos oficiales, es la eliminación casi completa por orina de molécula 
conjugada 
119
. Por ese motivo la exposición del BPA en pacientes con daño renal, en los 
que su eliminación esta alterada, debe hacer considerar a estos pacientes una población 
especialmente sensible al BPA. 
A mayor progresión de la enfermedad renal este bucle de retroalimentación aumentaría. 
De forma que los pacientes en hemodiálisis no son capaces de excretar en BPA en la 
orina 
120
, correlacionando su acumulo con el deterioro de la función renal 
121
. Sin 
embargo el National Health and Nutrition Examination Survey 2003-6 (NHANES III), 
sobre una muestra de 2573 pacientes, observo también un descenso de eliminación de 
BPA con el deterioro de la función renal, aunque en este caso fue solo significativo en 
mujeres 
110
. Mientras que en el estudio de Krieter.
122
 se observa una correlación entre el 
deterioro de la función renal y las concentraciones plasmáticas de BPA. 
 BPA en diálisis. 
 
El paciente en diálisis es un paciente con especial riesgo en la toxicidad debida al BPA, 
al tener abolida completamente la eliminación renal, que es la vía de excreción habitual. 
Pero además en los pacientes en hemodiálisis se añade el que el BPA, al ser un 
componente ubicuo, forma parte de la composición del material plástico de algunos 
dializadores, y líneas de uso común tanto en forma de policarbonato en las carcasas, 
como en múltiples membranas de diálisis, como es el caso de la polisulfona (PS) o el 
“Polyester-Polymer alloy” (PEPA). (Figura 8). 
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Figura 8. BPA en el paciente en hemodiálisis. BPA como componente de muchos dializadores. 
 
En estos dializadores, el polímero se halla en constante contacto con la sangre lo que 
daría lugar a liberación del mismo al torrente circulatorio. Por lo que su incremento en 
el paciente en hemodiálisis no solo es debido a una exposición ambiental, sino 
posiblemente a la propia técnica 
123
. Diferentes estudios han descrito que los efluentes 
 
 
 
 
      BPA  activo 
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de los dializadores compuestos por esos materiales tienen concentraciones superiores de 
BPA 
121
. 
H. Shintani et al. 
124
 analizó cuatro tipos de dializadores de polisulfona del mercado, con 
carcasa de policarbonato o de copolímero de butadieno-poliestireno, y con esterilización 
con vapor de agua o rayos gamma. El BPA aumenta más en dializadores con carcasa de 
policarbonato, independientemente de la membrana. Los dializadores de polisulfona con 
carcasa de policarbonato esterilizados con vapor de agua son los que mayor nivel de 
BPA se detecta en el efluente. Conclusiones similares han sido encontrados por otros 
autores 
125
. 
Sus estudios muestran que la migración de BPA en los dializadores es muy superior 
cuando se usa sangre que cuando se hace con salino. Posiblemente esta diferencia se 
debe al efecto de componentes hidrofóbicos como lípidos, lipoproteínas, presentes en la 
sangre. Así, la concentración de BPA en el efluente de un líquido sobre una membrana 
de polisulfona es diferente si el flujo sobre esta es de agua o de suero bovino 
(eluyéndose 3.78-141.8 ng vs. 140.7-2090 mg por dializador)
123
.  
El flujo también afectaría a la cantidad de BPA extraída, debido al tiempo de residencia 
en el dializador. Por todo ello aunque resulta muy difícil determinar en estos pacientes 
si las concentraciones plasmáticas superan las recomendadas, la mayoría de autores 
recomiendan usar en los pacientes en diálisis, dializadores con un aporte inferior de 
BPA y además intentar evitar materiales plásticos ricos en BPA como botellas.  
No existen estudios bien diseñados sobre la implicación de técnicas como la 
hemodiafiltración, con gran trasporte convectivo. Si bien es una técnica que puede 
aclarar el BPA, no es menos cierto que se usa un líquido de reinfusión que atraviesa 
membranas con BPA, por lo que podría estar incrementada su infusión. Habrá que 
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determinar su implicación en estudios prospectivos y cruzados, para observar que ocurre 
en esta modalidad de tratamiento. 
Por el contrario, en DP tan solo existe un estudio acerca de impacto del BPA 
encontrándose que su concentración el líquido de diálisis es muy inferior al permitido. 
Aunque solo lo estudian en 4 pacientes, solo parece aumentar en uno. Por lo que los 
autores concluyen que el BPA no parece depurarse ni incrementar con la DP 
126
. 
Las recientes evidencias lleva a que el “Scientific Committee on Emerging and Newly 
Identified Health Risks“ emita a principios de 2015 un informe titulado: “Final opinion 
on The safety of the use of bisphenol A in medical devices” en el que concluyen que 
existe un riesgo de efectos adversos derivados del BPA cuando esta disponibles por vía 
sistémica mediante rutas de exposición no oral, especialmente para neonatos en 
unidades de cuidados intensivos, niños sometidos a procedimientos médicos 
prolongados o pacientes en diálisis
39
.  
A pesar de toda esta certidumbre, no existen prácticamente estudios prospectivos a largo 
plazo que relacionen el efecto de la hemodiálisis con la presencia de BPA y sus posibles 
efectos. En 2013, Krieter et al 
122
 estudiaron el efecto de la hemodiálisis en un periodo 
de 4 semanas. Concluyendo que las diferencias entre las membranas con bisfenol 
(polisulfona) y sin bisfenol (polinefrona) no eran significativas, sin embargo, el hecho 
de que las carcasas de todos los dializadores empleados contuvieran BPA y el corto 
tiempo de estudio podría explicar estos resultados. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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HIPOTESIS 
 
La hipótesis de trabajo es la ubicua exposición al bisfenol A es dañino para el 
organismo dadas sus características de disruptor endocrino. Sin embargo, esta toxicidad 
se ve atenuada en condiciones fisiológicas normales por su rápida conjugación y 
excreción.   
De forma que cualquier alteración en la conjugación o la excreción da lugar a una 
mayor toxicidad. Estas alteraciones se encuentran en el paciente renal, donde existe una 
severa disminución de la excreción con el agravante que el proceso de diálisis puede 
suponer un riesgo adicional al ser una fuente de bisfenol directamente por vía parenteral 
retrasando su conjugación hepática. 
OBJETIVOS 
 
El objetivo general del presente trabajo fue evaluar en una población de pacientes con 
enfermedad renal crónica estadio 5D, en tratamiento con hemodiálisis periódica, los 
niveles de bisfenol A (BPA) en sangre comparando dos dializadores, con y sin bisfenol 
A en su composición. 
Este objetivo general se realizó a través de la realización de los siguientes objetivos 
parciales. 
 Analizar las características poblacionales de los grupos de pacientes con 
ERC estadio 5D seleccionadas para su inclusión en los tratamientos 
dialíticos. 
 Evaluar el acumulo de BPA en estos pacientes en plasma tras 
hemodiálisis periódica. 
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 Cuantificar  si  el BPA es capaz de introducirse en el interior de la célula. 
 Estudiar  la respuesta inflamatoria y generación de estrés oxidativo por 
acumulo de BPA en plasma de enfermos con ERC estadio 5D. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Técnica de dialisis.
En este estudio se ha analizado la influencia que tiene el BPA presente en los 
dializadores usados en los pacientes con Insuficiencia renal en tratamiento renal 
sustitutivo con la técnica de hemodiálisis. Para ello hemos elegido una técnica de 
diálisis en la cual el trasporte difusivo sea el único que intervenga desechando las 
técnicas con trasporte convectivo en las cuales entran otra serie de factores de difícil 
comparación. Por ese motivo los pacientes estudiados estaban dializados con 
hemodiálisis convencional, y ninguno con ninguna técnica de hemodiafiltración. Con 
esa diálisis se pretende, al tratarse del primer estudio realizado con un diseño similar, 
determinar qué importancia tiene la membrana de diálisis en la trasferencia de BPA 
presente en las membranas de diálisis al paciente. 
Para evitar un posible factor de la función renal los pacientes estudiados no tenían una 
diuresis superior a 500 ml/día. Igualmente, se les orientó dietéticamente para que 
supieran que productos contenían BPA sin modificar sus costumbres alimenticias. 
Este estudio fue aprobado por el Comité de Ensayos Clínicos de la Fundación Jiménez 
Díaz, aunque en ningún momento se modificaba la práctica clínica habitual, y no es 
intervencionista, las buena Práctica Clínica obliga a un visto bueno por el Comité. Los 
pacientes firmaron un consentimiento en participar en el estudio, previa información por 
parte del médico responsable. 
Con estas premisas la población estudiada fue realizada en dos hospitales 
simultáneamente. En la Unidad de Hemodiálisis de la Fundación Jiménez Díaz y en la 
Unidad de Hemodiálisis del Hospital General de Burgos. 
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Pasamos a comentar los diferentes componentes implicados en la sesión de 
hemodiálisis: Dializadores, Monitores y Líneas 
2. Dializadores.
Para este estudio clínico se ha usado dos tipos de dializadores, uno con BPA en su 
membrana y otro sin él. El primero de ellos fue el FXClassix-80 (Fresenius, Bad 
Homburg, Alemania) y el segundo el ELISEO 17-H (Nipro Corp, Osaka, Japón). El 
dializador FX80 con una membrana de helixone (polisulfona), formado por un polímero 
que contiene Bisfenol A (BPA) en su composición, mientras que el dializador ELISEO- 
17H, cuya membrana está fabricada en polinefrona (polietersulfona) sin BPA en su 
composición. Las especificaciones técnicas de cada dializador se detallan en la Tabla 7. 
En ambos dializadores, el material de la carcasa está hecho por polipropileno, que es un 
material libre de BPA. 
Figura 9. Membranas de diálisis ELISIO 17H Y Fx80. 
Membrana de diálisis ELISIO 17H     Membrana de diálisis Fx 80 
72 
 ACLARAMIENTO ( Qf:0, QD:500 y QB:300) ml/min 
Dializador Superficie 
m2 
Urea Creatinina Vitamina 
B12 
Inulina Mioglobina Fosfatos Vol.de b 
ml/hr*mmHg 
Coef..
UC 
ml/mm
Hg/hr 
Fx80 1,8 198 193 55 103 0,1 187 95 53 
E17H 1,9 280 268 95 127 101 215 115 76 
Tabla 7. Especificaciones técnicas de los dializadores empleados en los pacientes en hemodiálisis 
3. Líneas de sangre y monitores de diálisis.
Las líneas de sangre empleadas en todos los casos fueron hechas de policloruro de 
vinilo (PVC) (FreseniusMedical Care) que no contiene BPA en su composición, pero 
este si se encontraría en las sujeciones rígidas que unen los diferentes segmentos. 
Aunque en este caso apenas se hayan en contacto directo con la sangre, siendo su 
posible contribución minima. 
Los monitores de dialisis empleadas fueron la 4008S y la  5008 S (Fresesenius). Ambos 
monitores presentan retrofiltros para evitar el paso de endotoxinas compuestos de 
polisulfona, por lo que cabría la posibilidad de que el líquido de diálisis tuviera BPA, 
pero al ser un trasporte difusivo casi completamente, si despreciamos la retrofiltración, 
y ser común a todos los pacientes, no se ha tenido en cuenta.La duración de la 
hemodiálisis ha sido siempre superior a 3.5 horas, y no se ha tenido en cuenta el flujo de 
la sangre, aunque siempre ha sido superior a 300 ml/min. Igualmente los pacientes 
podrían dializarse por cualquier tipo de acceso vascular. Se desecharon catéteres 
transitorios. 
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Figura 10. Líneas de sangre y monitor de diálisis usados en el estudio. 
4. Estudio en pacientes.
 Población de estudio
Se trata de un estudio cruzado que compara el dializador con membrana de polisulfona 
y dializador con membrana de polinefrona en 69 pacientes prevalentes en hemodiálisis. 
El estudio se aprobó por el Comité de Ética IIS-Fundación Jiménez Díaz. Los pacientes 
eran reclutados después de dar su consentimiento informado por escrito. Los criterios de 
inclusión y excl.usión fueron los siguientes: edad  > 18 años; tiempo en hemodiálisis > 
3 meses; diuresis  > 0,5 L / 24 h; consentimiento informado; y ausencia de 
enfermedades inflamatorias, infecciosas u oncológicas activas en la iniciación o durante 
el estudio. El muestreo de línea de base y los datos fueron recogidos en el 
consentimiento. 
Los controles seleccionados tenían edad y sexo similar a la muestra estudiada y todos 
con función renal normal. Se decidió usar controles sanos y no pacientes con ERC ya 
que estos no son capaces de excretar el BPA por la orina  y se les acumula en sangre y 
Líneas de sangre usadas en la diálisis 
(PVC)
Monitor Diálisis 5008S Fresenius 
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no representa la situación basal. Si se hubiera elegido pacientes con ERC dependiendo 
del FG que tuviera cada paciente, tendría una influencia sobre niveles séricos de BPA. 
 Diseño estudio prospectivo
Para comparar el efecto de ambas membranas, se seleccionaron aquellos pacientes 
dializados de forma habitual con cualquiera de las dos. Aquellos pacientes que eran 
dializados de forma rutinaria con un FX80 fueron dializados inicialmente 3 meses con 
un dializador ELISEO 17-H, y lo contrario. Así, antes del estudio 41 pacientes estaban 
siendo dializados con una membrana de polinefrona   y con polisulfona en 28 pacientes, 
por lo que los primeros 3 meses lo fueron con polisulfona y polinefrona 
respectivamente. A los 3 meses se cambió el dializador de manera que durante otros tres 
meses fueron dializados con el dializador contrario. 
Las muestras analizadas en el estudio fueron todas en sangre. Todas ellas se sacaron 
antes del comienzo de la sesión de la diálisis para evitar la posible influencia del paso 
por la membrana. Se realizó la extracción al comienzo del estudio o basal (A), después 
de 3 meses (B) y después del último periodo de 3 meses (C), que correspondía con el 
final del estudio (C) (Figura 11). 
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Figura 11. Diseño del estudio. En este estudio cruzado, los pacientes de hemodiálisis prevalentes fueron 
evaluados y se tomaron muestras al inicio del estudio y cambiaron a una membrana de diálisis diferente 
durante 3 meses. En ese momento se tomaron muestras y la membrana cambiaron a la línea de base. A 
los 6 meses la nueva toma de muestras se llevó a cabo. 
A un grupo de 10 pacientes con ERC se tomaron muestras de sangre antes (prediálisis) 
y después (postdiálisis) en una única sesión de diálisis para determinar los cambios de 
BPA en una sesión usando tanto membranas de polinefrona (ELISIO) y como 
membranas de diálisis de polisulfona (FX80). Los 10 pacientes fueron los mismos de 
manera que en el primer periodo se dializaron con una membrana y el siguiente con 
otra. 
Los datos recogidos fueron: características demográficas básicas (edad, sexo), datos 
derivados de la diálisis (años en hemodiálisis, KTV, causa de su ERC), datos clínicos 
(Presión arterial, accidentes vasculares), bioquímicos y terapéuticos (Dosis de EPO, 
antiagregantes, estatinas) (Tabla 8) (ver apartado Parámetros Bioquímicos). 
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En otros 5 pacientes se realizó una extracción de sangre a la entrada (Inflow) y salida 
(Outflow) de cada uno de los dializadores en una única sesión de diálisis, al inicio y al 
final de la sesión para determinar los cambios de BPA. 
Figura 12. Extracción muestras de sangre de pacientes en hemodiálisis, Inflow y Outflow en el 
dializador. 
También se diseñó un estudio piloto (n = 7) en pacientes recién ingresados en 
hemodiálisis (Incidentes), los cuales se midió los niveles de BPA en suero al inicio del 
estudio y después de tres semanas de diálisis con una membrana de polisulfona. Al final 
de este periodo se les cambio la membrana a una polinefrona y estuvieron otras tres 
semanas. Se les recogió suero al inicio y al final de este periodo igualmente. Los 
parámetros clínicos y bioquímicos de estos pacientes se recogen en la Tabla 9 (ver 
apartado parámetros bioquímicos). 
 Obtención de muestras biológicas.
Las muestras de sangre provienen de pacientes en hemodiálisis y fueron extraídas por el 
personal de enfermería antes del inicio y al final del proceso de diálisis, según 
Conducto 
arterial
Conducto 
flevoide
Pinza 
detector de 
aire
Trampa de 
aire y 
detector de 
aire
Dializador
Bomba de 
sangre
Bomba de 
heparina
Inflow 
Outflow 
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correspondiera. Estas muestras provienen de la Fundación Jiménez Díaz y del Hospital 
Universitario de Burgos (HUB).  Para el grupo control se obtuvieron donantes en el 
Banco de Sangre hospitalario de la Fundación Jiménez Díaz, Madrid, España. En todos 
los casos se informó al paciente, se realizó un tratamiento confidencial de los datos 
clínicos y se obtuvo la autorización previa a la realización del trabajo. Todos los 
estudios cumplen la normativa de la Declaración de Helsinki y fueron aprobados por los 
comités éticos correspondientes a cada institución. Se extrajo la sangre en tubos con 
EDTA estériles, tanto para la obtención del plasma como de las células mononucleares 
(PBMCs),  tras la obtención del consentimiento informado. 
Una vez recogida la sangre en el tubo se invierte entre 8-10 veces el tubo 
inmediatamente ya que ayuda a prevenir la formación de fibrina que puede afectar a los 
análisis posteriores. Se mantiene los tubos a 4ºC después de la recolección y durante el 
procesamiento. Se centrifuga los tubos de sangre dentro de las 2 horas siguientes a la 
extracción. Para separar el plasma se centrifuga entre 1.100 – 1.300 g durante 10 
minutos a 4ºC. Se evita mezclar o agitar la muestra después de centrifugarla para evitar 
la resuspensión del pellet celular. Se cogió el plasma que corresponde a la parte superior 
del tubo centrifugado, evitando acercarse a la capa de gel/celular. El plasma obtenido se 
alicuota y almacena a -80°C (almacenamiento a largo plazo). Alternativamente se puede 
almacenar a -20ºC o 4ºC durante las 24-48 horas siguientes a la extracción sanguínea 
(almacenamiento a corto plazo). 
 Para extraer las células mononucleares (PBMCs) se aislaron por centrifugación de 
densidad de Lympho Separation Medium (MP Biomedicals, Ilikrich, Francia). Se 
transfirió 10 ml de sangre a un tubo de 50 ml, se diluye un ½ con solución salina para 
después hacer el Ficoll. Se añade 3 partes de sangre por 1 de Ficoll. Se centrifuga a 
2000 rpm, 30 minutos a temperatura ambiente (aprox  25ºC) quitando freno y el 
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acelerador de la centrifuga. Tras la centrifugación se recoge el halo blanco de la PBMCs 
(figura 5) y se pone en un falcon de 15 mL y se enrasa hasta arriba de solución salina 
para lavar las células, se centrifuga a 1800 rpm, 9 minutos a TA sin freno y el 
acelerador. 
Figura 13.Separacion PBMCs por gradiente de densidad Ficoll. 
5. Parámetros bioquímicos.
Para todos los pacientes se midieron los siguientes parámetros bioquímicos en los 
laboratorios de análisis clínicos de la Fundación Jiménez Díaz y del Hospital 
universitario de Burgos (ADVIA 2400 chemistry system, SIEMENS Healthcare, 
Alemania) (Tablas 8 y 9) 
  Pre-spin   Post- spin  Post-spin 
Sangre 
diluida 
Ficoll 
Plaquetas,
plasma. 
PBMC 
FICOLL 
RBC 
Plaquetas
plasmas 
PBMC 
FICOLL 
RBC 
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N Mean Standard deviation 
Edad 69 65 13 
Tiempo en dialisis(meses) 69 63 92 
Kt/Vurea 68 1.54 0.38 
Leucocitos (1000/L) 69 5.6 1.6 
Hemoglobina  (g/dl) 69 11.5 1.3 
25 OH vitamin D (ng/mL) 64 16 10 
Proteinas totales (g/dl) 69 6.6 0.5 
Albumina (g/dl) 69 3.76 0.59 
Ca (mg/dl) 69 9.1 0.5 
P  (mg/dl) 69 4.8 1.5 
Colesterol (mg/dl) 69 154 36 
Trigliceridos (mg/dl) 69 127 75 
Proteina C reactiva (mg/dl) 69 8.6 14.2 
PTH (pg/ml)* 69 235 123-414 
EPO dose (U/semana) 62/69 (90%) 5199 7724 
Quelantes de Calcio (mg/dia) 20/69 (29%) 1329 859 
Sevelamer (mg/dia) 33/69 (48%) 4388 2601 
Lantano (mg/dia) 23/69 (33%) 2641 764 
Quelantes de Magnesio (mg/dia) 8/69 (12%) 822 397 
  P: Fosforo     * Se muestra mediana y rango intercuartil.
  Ca: Calcio 
  EPO: Eritropoyetina 
  PTH: Paratohormona 
 Tabla 8. Parámetros bioquímicos basales de los pacientes en hemodiálisis estudiados 
P: Fosforo.     * Se muestra mediana y rango intercuartil
Ca: Calcio. 
EPO: Eritropoyetina. . 
Tabla 9. Parámetros bioquímicos del grupo de pacientes en hemodiálisis incidentes estudiados. 
N Media Desviación estándar 
Edad 7 60 17 
Kt/Vurea 7 1.48 0.34 
Leucocitos  (1000/L) 7 7.9 3.8 
Hemoglobina  (g/dl) 7 9.8 1.6 
25 OH vitamina D (ng/mL) 7 8.0 5.2 
Proteinas totales (g/dl) 7 6.3 0.4 
Albumina (g/dl) 7 3.4 0.35 
Ca (mg/dl) 7 8.4 1.0 
P  (mg/dl) 7 4.6 1.1 
Colesterol (mg/dl) 7 143 23 
Trigliceridos (mg/dl) 7 124 56 
Proteina C reactiva (mg/dl) 7 14.5 18.9 
PTH (pg/ml)* 7 378 257-712 
EPO dose (U/semana) 7/7 (100%) 8831 3371 
Quelantes de Ca (mg/dia) 3/7 (42.85%) 3666 2081 
Sevelamer (mg/dia) 2/7 (28.57%) 3600 1697 
Lantano (mg/dia) 0/7 (0%) - - 
Quelantes de Magnesio (mg/dia) 0/7 (0%)     - - 
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6. Cultivos celulares.
Para los experimentos in vitro empleamos tanto cultivo primario de células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC) como la línea celular HK2 de células 
epiteliales de túbulo proximal humanas (tabla 10). Las células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) se obtuvieron a partir de voluntarios sanos (Banco de Sangre 
hospitalario, Fundación Jiménez Díaz).. Las células se lavaron, se contaron y se 
ajustaron a 2-4 x 10
6
 células / ml en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con
FBS al 1% que contienen 100 U · ml-1 de la penicilina 100 mg · ml-1 de estreptomicina 
o Hanks' solución salina equilibrada (HBSS) a 37 °C y 5 % CO2.
Las PBMCs fueron estimuladas con BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a diferentes 
concentraciones comprendidas entre 0 y 137 ng/mL y también se co-incubaron con 
fibras de membranas de cada uno de los dializadores empleados en  el estudio (Fx80, 
Fresenius, Bad Homburg, Alemania y Elisio, Nipro Corp, Osaka, Japón) a diferentes 
concentraciones en peso (mg) durante un tiempo de 24 horas para todos los 
experimentos. 
Células       Fuente Medios y condiciones 
de cultivo 
Suplementos 
Epiteliales de túbulo 
proximal humana 
HK2 
Colección americana 
de cultivos tipo 
(ATCC) CRL-2190 
RPMI 1640 (Sigma), 
Suero bovino fetal 
(Sigma) 10%, 37ºC, 5 
% CO2.
Glutamina 1% 
(Sigma) 
Penicilina 100U/mL 
(Sigma) 
Estreptomicina 
100µg/mL (Sigma) 
ITS 
Tabla 10 : Línea celular utilizada en los experimentos in vitro, origen y condiciones 
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7.  Inmunofluorescencia con MitoSOX. 
 
MitoSOX Red es un fluorocromo diseñado por Molecular Probes que permite la 
determinación de los niveles de superóxido mitocondriales. El reactivo MitoSOX Red  
es permeable en células vivas y se dirige rápida y selectivamente a las mitocondrias, 
donde  es oxidado por el ion superóxido, emitiendo fluorescencia roja. Con el fin de 
determinar los niveles de superóxido mitocondrial por microscopía de fluorescencia, las 
células fueron cultivadas en placas con fondo de cristal (SPL Life Sciences Co., Ltd.). 
Después del tratamiento, el reactivo MitoSOX se disolvió en DMSO (sulfóxido de 
dimetilo), se diluyó hasta 5 µM en medio libre de suero, y después se añadió a las 
células seguido de incubación durante 10 min a 37 ° C; las células se lavaron dos veces 
con PBS. Posteriormente, las células se fijaron con PFA 4 % y se volvieron a lavar con 
PBS tres veces. Los núcleos se contrastaron con DAPI y finalmente los cubreobjetos, 
con las células adheridas, se montaron con Mowiol 40-88 sobre portaobjetos de cristal 
para su posterior análisis por microscopía confocal (Laica). 
8.  Potencial de membrana mitocondrial. 
 
Los cambios en el potencial de membrana (PMb) se determinaron utilizando un reactivo 
fluorescente selectivo por protones como las diferencias en éster metílico de 
tetrametilrodamina (TMRM) de fluorescencia (Molecular Probes, Life Technologies). 
Las células adherentes se combinaron con células desprendidas de forma espontánea y 
se tiñeron con 150 nM TMRM durante 10 min a 37ºC. La disminución de la 
fluorescencia TMRM indica que PMb se reduce. La intensidad de fluorescencia se 
midió por citometría de flujo utilizando BD FACS Diva Software (BD Biosciences).  
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9.  Caracterización células apoptóticas.  
 
Para la evaluación de la apoptosis por citometría de flujo, las células adherentes se 
combinaron con las células desprendidas de forma espontánea y se incubaron en 100 g / 
ml yoduro de propidio, 0,05% NP-40, y 10 mg / ml de ARNasa A en PBS a 4 ° C de 24 
h. Este ensayo permeabiliza las células, y el yoduro de propidio por lo tanto se introduce 
tanto en células vivas y como en las muertas. El porcentaje de células apoptóticas con 
disminución de tinción de DNA (células hipodiploides) se contaron por citometría de 
flujo utilizando BD FACS Diva Software (BD Biosciences). 
10. Análisis proteico. 
 
Los extractos de proteínas nucleares y citoplasmática (30 µg/mL) se obtuvieron a partir 
de células mononucleares de sangre periférica (volumen de sangre = 10 mL /paciente).  
Las fracciones citosólicas y el extracto nuclear (usado para western blot) fueron 
separadas y aisladas usando diferente buffer de lisis siguiendo las instrucciones del 
fabricante (NE-PER, Pierce). Para el análisis de Bisfenol A intracelular (mediante  
ELISA), las PBMC fueron resuspendidas en 100 µL buffer de lisis que contiene (Tris-
HCl 50 mM;NaCl 150 mM; EDTA 2 mM; EGTA 2 mM; Triton 0.2%; NaF 0.2%; NP-
40 and PMSF 0.1 mM). Todos los reactivos utilizados en ese buffer se adquirieron en 
SIGMA.   Posteriormente se determinó la concentración de proteínas nucleares y 
citoplasmáticas mediante el método del ácido bicinconico (BCA de Pierce), y las 
muestras fueron almacenadas a -80 ° C. 
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11. Cuantificación mediante ELISA . 
 
Para evaluar los niveles de producción de determinadas citoquinas y de BPA en plasma 
se utilizaron ensayos de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Se utilizaron un 
volumen de 100 µL para cada muestra para determinar los niveles de IL-6, TNFα 
(PeproTech, EEUU) y de BPA (Abnova, Taiwan) en plasma. Para realizar una recta 
patrón y poder calcular los niveles exactos de ambas citoquinas y de BPA, se utilizaron 
una curva patrón con proteínas recombinantes. 
12. Técnica Western Bot. 
 
Las proteínas extraídas fueron separadas en geles de SDS-poliacrilamida (8-12 %) en 
condiciones reductoras. Una vez separadas en el gel, las proteínas fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon durante una hora, 
para evitar uniones inespecíficas, utilizando leche desnatada en polvo (5 % en TBS), y 
posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (diluido en la 
solución de bloqueo; (Tabla 11) a 4 ºC durante la noche y en rotación constante. Al día 
siguiente, se lavaron tres veces en TBS con Tween-20 (TBST) al 0,1 % en ciclos de 10 
min. Por último, las membranas fueron incubadas durante 1 hora con el anticuerpo 
secundario correspondiente (Amersham)  y lavadas 3 veces con TBST en ciclos de 10 
min. Las bandas de proteínas se detectaron por quimioluminiscencia usando el kit ECL 
(GE Healthcare) y revelando las membranas con el sistema ImageQuant LAS 4000 (GE 
Healthcare). Posteriormente, las imágenes obtenidas se analizaron con el programa 
Quantity One (Bio-Rad) 
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 Dilución 
anticuerpo 
primario 
Dilucion 
anticuerpo 
secundario 
Casa comercial 
Nfe2l2 ( Nrf 2) 1:500 Anti-conejo 
peroxidasa 
1:2500 
Santa Cruz 
Biotechnology 
HO-1 1:1000 Anti-conejo 
peroxidasa 
1:2500 
ENZO 
Prx-1 1:200 Anti-conejo 
peroxidasa 
1:2500 
Santa Cruz 
Biotechnology 
GAPDH 1:5000 Anti-ratón 
 peroxidasa 
1:2500 
EDM  Millipore 
HIS-3 1:1000 Anti-conejo 
peroxidasa 
1:2500 
EDM  Millipore 
 
Tabla 11. Anticuerpos y concentraciones utilizadas para detectar niveles de proteína por western blot. 
13. Análisis expresión génica. 
 
La obtención del ARN total de las PBMC`s se llevó a cabo mediante recogida de las 
células, centrifugación (1500 rpm, 5minutos) y  eliminar el sobrenandante del eppendorf 
con mucho cuidado  y añadimos Trizol (Invitrogen),siguiendo las indicaciones de la 
casa comercial. El ARN obtenido se cuantificó y se utilizó para obtener ADNc, 
empleando para ello un Kit de alta capacidad de síntesis de ADNc (Applied 
Biosystems). Los niveles de ADNc de los genes a estudio fueron determinados 
utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real mediante el 
sistema de detección de secuencias Real-Time FAST PCR 7500 (Life Technologies). Se 
realizó un estudio multiplex empleando sondas de hibridación para cada gen a estudiar 
y, como control para normalizar los datos, se utilizó una sonda para el gen del ribosoma 
 
 
85 
 
18s eucariota (Tabla 12). El número de ciclos y las temperaturas utilizadas fueron las 
siguientes: un primer paso con 1 ciclo de 2 min a 50 °C, un segundo paso con un ciclo 
de 10 min a 95 °C y un tercer paso, con 40 ciclos, formado por una etapa de 15 
segundos a 95 °C seguida de otra etapa de 60 segundos a 60 °C, siendo en esta última 
etapa de cada ciclo en la que se recogieron las medidas. Todas las sondas fueron 
adquiridas en Applied Biosystems. Todas las medidas fueron realizadas por duplicado, 
utilizando H2Odd como control negativo. 
El número de copias de ARNm se calculó usando el programa incluido en el 
instrumental a partir del valor Ct. Los resultados se normalizaron con sus 
correspondientes valores de 18s. 
La detección de la expresión de Catalasa y de  Súperoxido dismutasa-1 (MnSOD) se 
realizó con Sybr Green y se normalizaron analizando la expresión de ARN 18s 
ribosómico utilizando los cebadores que se indican en la tabla 5. Los pasos fueron los 
siguientes: 1 ciclo de 5 minutos a 50 ºC, 1 ciclo de 95 ºC de 10 minutos, 40 ciclos de 
94ºC durante 1 minuto, 60ºC durante 40 segundos y 72ºC durante 60 segundos, por 
ultimo un ciclo de disociación de 95ºC y 60ºC durante 1 minuto. Las mediciones se 
realizaron durante el paso de 72ºC. El análisis de cada muestra se realizó por duplicado, 
el número de copias de ARNm se calculó usando el programa incluido en el 
instrumental a partir de Ct (ciclo umbral). Los resultados se normalizaron con sus 
correspondientes valores de 18s. 
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Tabla 12. Listado de las sondas utilizadas para el análisis génico por PCR a tiempo Real. 
14. Análisis estadístico. 
 
Las variables fueron cuantificadas al inicio, a los 3 y a los 6 meses del estudio como 
media y SEM. Se calcularon los cambios desde el inicio hasta los 3 meses  y entre los 3 
meses a 6 meses para cada línea de dializador. Además, se analizaron los datos 
agrupados que abarcan ambos períodos utilizando el mismo dializador (los pacientes de 
0-3 meses en un único dializador de una parte del estudio y el grupo de los 3-6 meses 
GEN 
 
Fluoróforo / Especie Numero Identificador 
IL-6 FAM / humano Hs00174131_m1 
TNFα FAM / humano Hs00174128_m1 
NFE2L2 (Nrf 2) FAM / humano Hs00975961_g1 
HMOX-1 (HO-1) FAM / humano Hs01110250_m1 
NQO-1 FAM / humano Hs00168547_m1 
18 S VIC / eucariota    4310893E 
SOD-1 SYBR 
GREEN/eucariota 
Sentido: 
5′- CACTCGTGGCTGTGGTGGCT -3′ 
 
Antisentido: 
5′- GCTGATGCCGCCGATCTGCT -3′ 
 
CATALASA SYBR 
GREEN/eucariota 
Sentido: 
5′-TTAATCCATTCGATCTCACC-3′ 
 
Antisentido: 
5′-GGCGGTGAGTGTCAGGATAG-3′ 
 
18 S ARN SYBR 
GREEN/eucariota 
Sentido: 
5′- CCGTCGTAGTTCCGACCATAA-3′ 
 
Antisentido: 
5′- CAGCTTTGCAACCATACTCCC-3′ 
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con el mismo dializador. Del mismo modo también se analizaron el otro grupo de 
pacientes que  usaron el otro dializador).  
El análisis estadístico de todos los resultados se realizó utilizando el software estadístico 
R versión 3.15. Lo primero que se comprobó fue que las muestras fueran normales 
(prueba de Kolmogorov–Smirnov), y en los casos en los que este supuesto se cumplió, 
se realizó un análisis comparativo de las medias utilizando el test paramétrico T-
Student. En los casos en los que las muestras no eran normales, se realizó la prueba no 
paramétrica Wilcoxon. En cualquiera de los casos las diferencias se consideraron 
significativas cuando p < 0,05. 
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V. RESULTADOS
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1. Niveles de BPA en suero de pacientes en Hemodiálisis. 
 
Al ser el BPA un compuesto de uso en gran cantidad de materiales plásticos, la 
exposicón al mismo es ubicua, de forma que el 90 % de la población en EEUU tienen 
cantidades detectables en sus orinas
127
. Por lo que se planteó, el estudio prospectivo del 
acumulo de BPA en pacientes en enfermedad renal terminal y por tanto necesitan de la 
diálisis para eliminar proteínas, urea y demás toxinas urémicas como productos de 
desecho metabólicos. Al comparar los niveles de BPA entre las dos poblaciones, sanos 
y enfermos, se observó que hay un aumento en la concentración de BPA en suero de 35 
veces respecto del control (figura 14). 
            
 Figura 14. Concentracion de BPA en suero de controles sanos y de paciente  en hemodialisis. *P<0.05 
vs Control. 
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2. Medida de niveles de BPA intracelular en controles sanos y en 
pacientes en Hemodialisis. 
 
El BPA presenta caracteristicas de antagonista hormonal pudiendose unr a distintos 
receptores nucleares de hormonas. Así, el BPA imita al 17-β EI estradiol (E2) y se 
clasifica como una alteracion endocrina
128
 . Dado que no se ha cuantificado la 
internalización del BPA en estudios en humanos determinamos la concentración de 
BPA intracelular en células circulantes  de pacientes en hemodiálisis y en controles 
sanos (Figura 15).Observan diferencias en las concentraciones de BPA en los grupos de 
estudio. 
 
Figura 15. Concentracion de BPA intracelular en PBMC de controles sanos y de pacientes en 
hemodialisis. *P<0.05 vs control 
3. Membranas de dialisis con polisulfona incrementan los niveles de 
BPA en una sola sesión de Hemodialisis. 
 
En un diseño cruzado, los pacientes cronicos dializados con membrana de polisulfona (n 
= 28 en el momento de inicio)  fueron cambiados a una dialisis con membranas de 
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polinefrona durante 3 meses siguientes.Posteriormente se cambio de nuevo otros 3 
meses a la dialisis con membrana de polisulfona (figura 11) . 
De igual manera,  los pacientes cronicos dializados con membrana de polinefrona (n = 
41 en el momento de inicio) fueron cambiados durante tres meses a una dialisis usando 
membranas de polisulfona,  y como en el apartado anterior , se les cambió de nuevo 
durante otros tres meses con membranas de polinefrona (figura 11). 
La determinación del BPA se realizó después de la última sesión de cada serie. 
Observándose que después de una sola sesión, usando dializadores de polisulfona la 
media de los niveles de BPA aumentó desde 46,46 ± 8,5 ng / mL a 78,46 ± 11,0 ng / mL 
(incremento de un  68 % sobre valores basales predialisis *p<0.05) mientras que no se 
observaron cambios con los dializadores de polinefrona (figura 16). 
 
                                POLISULFONA                  POLINEFRONA 
Figura 16. BPA en suero de pacientes dializados con membranas de poilisulfona o polinefrona en una 
única sesión. Está represenatda la media como ± SEM de valores de postdialisis versus predialisis. 
*P<0.002 versus valores predialisis 
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4. Medida de niveles de BPA en suero a la entrada (INFLOW) y a 
la salida (OUTFLOW) de la membrana de diálisis en único pase. 
 
Para evaluar la aportación de BPA por parte de la membrana de diálisis al suero de los 
pacientes sin tener en cuenta el factor de  dilución de la misma,  se tomaron muestras de 
sangre directamente de las líneas a la entrada (Inflow) y a la salida (Outflow) de ambos 
dializadores cuantificándose la concentración de BPA (figura 4). Al analizar los 
resultados se observó un ligero  aumento de BPA en el flujo de salida que en el flujo de 
entrada del dializador con polisulfona pero no se observó ningún cambio o tendencia 
para las membranas con polinefrona (figura 17). 
           
 
                                        POLISULFONA               POLINEFRONA 
Figura 17. BPA en suero de pacientes en hemodiálisis en una única sesión a la entrada (INFLOW) y a la 
salida (OUTFLOW) de cada uno de los dializadores usados en el estudio. 
5. El uso crónico de la membrana de diálisis influye en la 
concentración de BPA en el suero de pacientes en Hemodiálisis. 
 
El uso continuo de una membrana de polisulfona durante 3 meses dio lugar  a un 
aumento significativo de los niveles de BPA séricos en prediálisis (de 48.8 ± 6.8 a 69.1 
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± 10.1 ng / ml, un aumento del 44% para el combinado de 0-3 y 3-6 grupos 
POLISULFONA / mes, NS). Por otro lado, el uso crónico de membranas de polinefrona 
durante 3 meses reduce los niveles de BPA séricos en predialisis (de 70.6 ± 8.4 a 47.1 ± 
7.5 ng /ml, una disminución del 33% para el combinado 0-3 y 3-6 grupos 
POLINEFRONA / mes, *P< 0,05; (Figura 18)                       
                                     
                                 
               
                                                              
   
 Figura 18. Media de BPA en suero de prediálisis en el tiempo de 6 meses 
p 0.06 p 0.04
PolysulfonePolynephron
p 0.04 p 0.65
             POLINEFRONA               POLISULFONA 
    BASAL                    3 MESES                      6 MESES 
      POLISULFONA                      POLINEFRONA 
BASAL                    3 MESES                      6 MESES 
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Un estudio con muchos menos pacientes ( n= 7)  de más corta duración (3 semanas para 
cada dializador) en pacientes recién ingresados (vírgenes) en hemodiálisis reveló una 
tendencia similar con un aumento de los niveles de BPA en suero con membranas de 
polisulfona pero ese incremento no fue significativo (Figura 19). 
   
                          BASAL                  3 SEMANAS               6 SEMANAS 
                                    POLISULFONA                  POLINEFRONA 
Figura 19. Concentraciones de BPA séricas en pacientes vírgenes. Pacientes vírgenes en hemodiálisis (n 
= 7) fueron evaluados al inicio del estudio y después de tres semanas de la diálisis con membranas de 
polisulfona y polinefrona respectivamente. 
6. El uso crónico de membranas de polisulfona aumenta BPA 
intracelular mientras que el uso con membranas de polinefrona 
disminuye los niveles de BPA. 
 
La hemodiálisis crónica con membranas de polisulfona durante 3 meses, aumentaron, en 
predialisis, los niveles de BPA intracelular en PBMC (de 0.039 ± 0.002 a 0.043 ± 0.001 
células ng / 10
6
, un aumento del 10% para los combinados de los grupos 0-3 y 3-6 
meses, *P< 0,01) mientras que la hemodiálisis con membranas de polinefrona 
disminuyeron los niveles de BPA intracelular (de 0.045 ± 0.001 a 0.036 ± 0.001 ng / 10
6
 
Polysulfone Polynephron
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células, una disminución de 20% para el combinado de 0-3 y 3-6 meses /grupos, 
P<0,01; figura  20).                  
            
                                          BASAL               3 MESES                6 MESES                           
                                              POLISULFONA                 POLINEFRONA                        
                   
                                         BASAL                 3 MESES                  6 MESES                           
                                            POLINEFRONA                   POLISULFONA                      
Figura 20. BPA  intracelular en PBMCs de pacientes en hemodialisis dializados con membranas de 
polisulfona o con membranas de polinefrona.Valores de BPA intracelular en predialisis a lo largo de los 
6 meses de estudio. 
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7. Marcadores de estrés oxidativo. 
 
Se ha demostrado que el BPA genera un incremento de ROS intracelular disminuyendo 
la enzima glutatión (GSH) 
129
 que es el principal antioxidante de las células. La 
disminución de expresión de GSH y un incremento en la generación de radicales libres 
podría ser el mecanismo para que BPA induzca daño
130
. Ante lo limitado de las 
muestras de PBMC´s obtenidas de los pacientes y lo controvertido de las distintas 
formas de medir el estrés oxidativo, se decidió cuantificar la exposición a la misma, 
viendo la respuesta antioxidante desencadenada en respuesta al BPA.  
A. Membranas de polisulfona en pacientes en Hemodialisis 
incrementa la expresion de genes antionxidantes en PBMC´s. 
 
En la literatura se ha descrito la relación entre BPA y estrés oxidativo, lo que da lugar a 
a una respuesta antioxidante, activando mecanismos de defensa contra esos radicales 
libres superoxidos generados por la presencia de BPA. Para confirmarlo en células de 
sangre periferica,  se han estudiado la expresion de diferentes genes implicados en la 
respuesta a estrés oxidativo, como son Nrf2, HO-1, NQO-1,SOD-1 y Catalasa.  
                  
 Figura 21 Fibras del dializador de polisulfona aumenta los niveles de ARNm de HO-1, Nrf2, NQO-1 
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 Figura 22. Fibras del dializador de polinefrona  dependiente de la dosis no se oberva cambios de 
expresión en dichos genes . 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Fibras del dializador de polinefrona no tiene efecto sobre la expresion de los niveles de 
ARNm  
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Figura 24 Fibras del dializador de polisulfona aumenta los niveles de ARNm para Catalasa y SOD-1. 
 
Como se observa en la figura 21, el factor de transcripcion de Nrf2, HO-1 y NQO-1 
cuanto mayor es el contenido de fibras de dializador con membranas de polisulfona  que 
están en contacto con las PBMC´s mayor es la expresión y de manera significativa 
mientras que aquellos pacientes que fueron dializados con membranas de polinefrona, al 
analizar la expresion de ARNm para estos genes involucrados en la respuesta 
antioxidante, no se observó ningun efecto ( Fig 22-23). 
El efecto es similar para los genes de SOD-1 y de Catalasa (figura 24). Las fibras de 
dializador que contiene BPA (Polisulfona) produce una mayor expresión de ARNm 
dependiente de la cantidad de membrana de dializador con el que estuvieron en contacto 
las PBMC´s. 
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B. El uso de la membrana de polisulfona aumeta la expresion de 
proteinas Nrf2, HO-1 y Prx-1. 
 
Hay estudios en animales en los que el tratamiento con BPA se produce una 
disminucion significatica estadísticamente en las actividades de catalasa, superóxido 
dismutasa, glutatión peroxidasa, glutatión reductasa y glutatión-S-transferasa, así como 
en glutatión y contenido total de ácido ascórbico, sin embargo, hay un aumento 
significativo  de malondialdehído (MDA) que deriva de la peroxidación lipídica 
131
. Se 
han abordado los efectos de BPA en las células y en muy pocos estudios se ha llevado a 
cabo el investigar el mecanismo de acción de bisfenoles en las células sanguíneas. Hay 
estudios en los que se demuestra que BPA y análogos del bisfenol causan, no solo daños 
en la morfologia de la célula (peroxidacion de lípidos o cambios en la proteinas) si no 
tambien provoca una respuesta antioxidante
132,133
. En base a esto se analizó el efecto 
oxidante de BPA en PBMCs y para ello se ha analizado la via de elementos de respuesta 
antioxidante (ARE)  inducida por Nrf2 (factor de transcripcion nuclear derivade 
eritroide 2)  en cada uno de los dos dializadores usados en el estudio. 
Se midieron marcadores de estrés oxidativo en 10 pacientes seleccionados al azar. El 
estrés oxidativo activa al factor de transcripcion Nrf2 que a su vez promueve la 
expresión de genes que codifican proteinas que protegen a las células del estrés 
oxidativo como hemoxigenasa-1 ( HO-1) y la peroxirredoxina-1 ( Prx-1), entre otros. La 
expresión de marcadores de estrés oxidativo fue significativamente mayor despues de 3 
meses de hemodiálisis con membrana de polisulfona que con polinefrona (figura 25). 
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A)      
         Nrf 2  
         His-3     
B) 
 
         Prx-1 
        HO-1 
       GAPDH 
C) 
  
   Figura 25. Expresion de proteinas de estrés oxidativo Nrf2, HO-1, Prx-1 en PBMCs en pacientes 
dializados durante tres meses  con membranas de polisulfona o polinefrona. (A) Western blot de Nrf2 
fraccion nuclear y su control de carga His-3. (B) Western blot de HO-1 y Prx-1 fraccion citosólica y su 
control de carga GAPDH. (C) Cuantificación de los resultados del western. Los valores expresados como 
porcentaje de aumento más saludable controles. * P<0,05 versus control sano; ** P<0,001 versus 
control sano; ¥ P< 0,05 frente polinefrona; ¥¥ P< 0,01 frente a polinefrona. 
      PACIENTE  CONTROL              POLINEFRONA     POLISULFONA 
PACIENTE CONTROL                           POLINEFRONA   POLISULFONA 
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8. Marcadores de inflamación en PBMCs. 
A. Membranas de polisulfona aumenta la expresión de IL-6 y  PCR  en 
pacientes en Hemodiálisis . 
 
Las altas concentraciones de BPA en suero se han asociado con altos niveles de IL-6 
134
. 
Los marcadores de inflamación: IL-6 y la proteina C reactiva (PCR), en todos los 
pacientes involucrados en el estudio fueron medidos. A los 3 meses de la hemodiálisis 
con membrana de polisulfona se observó un incremento de IL-6 y de la PCR mientras 
que en aquellos pacientes en los que se usó las membranas de polinefrona el mismo 
tiempo en hemodiálisis, tanto la IL-6 como PCR disminuyeron (* P<0,01) (figura 26). 
                      
Figura 26. Circulacion de biomarcadores inflamatorios en pacientes dializados con membrana de 
polisulfona o con membrana de polinefrona durante tres meses. 
p  0.0003 p  0.008 p  0.0002 p  0.0008
Polisulfona Polinefrona Polisulfona Polinefrona
P
Polisulfona
PolisulfonaPolinefrona Polinefrona
p  0.17 p  0.0004 p  0.001  p  0.01
Basal          3 meses            6 meses                         Basal               3 meses       6 meses
Basal          3 meses            6 meses                         Basal               3 meses       6 meses
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B. Membranas de polisulfona incrementan en PBMCs la expresion de 
genes inflamatorios  IL-6 y TNFα . 
 
La respuesta inflamatoria se ve inducido con diversos disruptores endocrinos 
135
 debido 
a los efectos sobre las ROS. Podemos esperar que el BPA ejerza un efecto inflamatoria 
también. 
Para evaluar si el BPA presente en el dializador podía mediar respuestas 
proinflamatorias en cultivo de PBMCs, se realizaron varios estudios donde se 
coincubaron con fibras de membranas de polisufona y también de polinefrona. Las 
células PBMCs estuvieron en contacto con dichas trazas durante 24 horas. El estudio 
por PCR cuantitativa reveló que existía un aumento significativo en los niveles de 
ARNm de diversos genes proinflamatorios, para la citoquina IL-6 y la citoquina TNFα. 
Ese aumento es dependiente de la dosis, ya que cuantas más fibras de polisulfona había 
en contacto con las PBMCs aumentaba la expresión de IL-6 y TNFα. Estos mismos 
experimentos también se repitieron con el otro dializador, polinefrona, que no tiene 
BPA en su composición y al analizarlos se observó que para IL-6 y TNFα no había 
aumentos de una y otra citoquina (Figura 27). 
 
A) 
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Figura 27. Evaluación de los niveles de ARNm de diversos factores en PBMCs . La gráfica muestra los 
niveles de ARNm, obtenidos mediante PCR a tiempo real, de IL-6 y TNFα  en PBMCs incubadas con 
trazas de fibras de dializador de polisulfona y de polinefrona durante 24 horas. A) fibras del dializador 
que contienen BPA (polisulfona) dependiente de la dosis aumenta la expresión del ARNm de citoquinas. 
QRT-PCR. B) fibras del dializador libres de BPA (polinefrona) no tiene efecto sobre la expresión de 
ARNm de citoquinas. La media ± SEM de 7 experimentos independientes. * P <0,05 frente a control; ** 
P <0,001 vs control 
C. Membranas de polisulfona incrementan la expresion de citoquinas 
inflamatorias IL-6 y TNFα en PBMCs. 
 
Se ha observado la respuesta inflamatoria en celulas para las citoquinas IL-6 y TNFα 
por BPA
136
 po lo que se hicieron experimentos para saber si el BPA induce expresión de 
genes proinflamatorios, quisimos ver la sintesis de dichas citoquinas por ELISA en la 
mismas condiciones y usando las mismas concentraciones de BPA. Se observó un 
aumento de la sintesis de proteinas IL-6 y de TNFα en pacientes en hemodialisis que 
estuvieron usando membrana de polisulfona durante tres meses. Sin embargo para los 
pacientes que usaron la membrana de polinefrona durante el mismo periodo no hubo 
cambios para ambas citoquinas.  
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Figura 28. Membrana de polisulfona aumenta la expresión de IL-6 y de TNFα.  C) Fibras del 
dializador que contienen BPA (polisulfona) dependiente de la dosis aumenta los niveles de citoquinas. 
ELISA. D) Fibras del dializador libre de BPA (polinefrona) en los niveles de citoquinas. La media ± SEM 
de 7 experimentos independientes. * P <0,05 frente a control; ** P <0,001 vs control. 
De igual menera se observa un aumento de la expresion de ARNm de citoquinas de 
forma dependiente de la dosis de BPA en PBMC´s procedentes de pacientes sanos 
dentro de una concentración cuyo rango se encuentra dentro de los pacientes en 
hemodialisis analizados en el estudio.( Figura 29) 
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Figura 29. BPA es proinflamatoria. PBMC se cultivaron durante 24 horas en presencia de diferentes 
concentraciones de BPA. BPA aumenta dosis-dependiente la expresión de ARNm de las citoquinas 
inflamatorias TNF e IL-6. QRT-PCR. 
En este sentido se quiso medir la cantidad de BPA liberado por las fibras de los 
dializadores en el medio de cultivo durante 24 horas. Para ello se recogieron muestras 
de los sobrenadantes donde se encontraban las células mononucleares  junto con las 
fibras de uno y otro dializador. Como se puede observar en la figura 29 aquellos 
sobrenadantes  que estuvieron en contacto con las fibras del dializador de polisulfona , 
los niveles de BPA se incrementan de forma proporcional al contenido en fibras 
mientras que para las fibras del dializador de polinefrona , las medidas de BPA fueron 
insignificantes ya que no tienen BPA en su composición. 
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Figura 30. BPA se libera a los sobrenadantes de fibras dializador (polisulfona o polinefrona) en cultivo 
durante 24 horas (media de 2 experimentos). 
D. Correlacion entre los niveles de BPA en suero de pacientes en 
Hemodialisis y marcadores de IL-6 y TNFα. 
 
De igual manera se estudió si había una relación entre las concentraciones elevadas de 
BPA presentes en los sueros de los pacientes en hemodiálisis con los marcadores 
inflamatorios IL-6 y proteína C reactiva (PCR) durante el tiempo en el que fueron 
dializados con una membrana u otra. Como se puede observar en la figura 31 hay 
correlación entre los niveles  de BPA en suero y los marcadores pro inflamatorios PCR 
e IL-6. 
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Figura 31. Correlación entre el BPA y marcadores inflamatorios. Se muestran los valores para cada 
grupo y tiempo en diálisis . BPA y los marcadores inflamatorios (A) PCR y (B)  IL-6  se evaluaron en las 
mismas muestras. Las líneas discontinuas representan los plazos para los dos grupos independientes. El 
primer punto de datos (B) a lo largo de la línea discontinua representa los valores de referencia, la 
segunda (3) el punto de tiempo de 3 meses, y el tercero (6) el 6 meses punto de tiempo. Las flechas 
representan la secuencia de dializadores. El dializador es un código de colores. Este fue un estudio 
cruzado de pacientes prevalentes en hemodiálisis y cada grupo de pacientes independiente  se sometió a 
diálisis al inicio del estudio con un dializador diferente. Por lo tanto, un grupo cambió de polisulfona al 
inicio a polinefrona y de nuevo a polisulfona, y el otro grupo cambió de polinefrona al inicio a 
polisulfona y de nuevo a polinefrona. 
9. La exposición de BPA en células tubulares induce 
despolarización mitocondrial y apoptosis. 
 
Por último, quisimos usar una línea celular renal (HK2) para ver el efecto del BPA en la 
generación de radicales libres vía mitocondrial y la apoptosis. Mitocondrias aisladas 
fueron analizadas por citometría de flujo por TMRM. Aunque las mitocondrias pueden 
ser purificados  a través de sacarosa o gradientes de Percoll, hacerlo puede  perder 
mitocondrias y / o subpoblaciones específicas durante el proceso de purificación. Por lo 
tanto, no se le dio importancia a la purificación para el análisis por citometría de flujo. 
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Se observó una población normalmente distribuida de 10.000 eventos. Partículas con 
tinción por debajo de 2 unidades de fluorescencia relativa se define como escombros y 
no están  incluidos en el análisis final. FSC y SSC se utilizan habitualmente para 
caracterizar volumen de la partícula y la granularidad, respectivamente, aunque el FSC 
y SSC se han utilizado indistintamente para caracterizar el volumen de partículas muy 
pequeñas tales como bacterias y mitocondrias 
137–144
. TMRM es un colorante 
potenciométrico que se acumula en la matriz mitocondrial basado en el potencial de 
membrana-interno 
137
. La figura  32 A) se ilustra células tubulares humanas ( HK2)  
estimuladas con BPA a una concentración de 100 µM a 24 h.  
También se realizaron estudios de apoptosis en estas células tras estimulación con BPA, 
en las mismas condiciones en las que se realizó el estudio de despolarización  de la 
membrana mitocondrial. Se observó que hay un aumento de muerte celular transcurrido 
el  tiempo de incubación como se muestra en la figura 32B).  
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Figura 32.  BPA disminuye potencial de membrana y produce muerte celular. A) Incubacion de 24 
horas con BPA 100 nM promueve muerte celular programada (apoptosis) en células tubulo-epiteliales. 
Las células se permeabilizaron y se tiñeron con yoduro de propidio para evaluar las células 
hipodiploides por citometría de flujo. Media ± s.e.m. de cuatro experimentos independientes. ** P<0.01 
versus control .B) células tubulares se incubaron con BPA 100 µM a 24 horas.  Las células se tiñeron 
con tetrametilrodamina metil éster (TMRM), y la MMP se analizó por citometría de flujo.Media ± s.e.m. 
de cuatro experimentos independientes  **P <o0.05 versus control. (C) Cuantificacion de ambos 
histogramas. 
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10. BPA  induce generación de ROS en células tubulares . 
 
Se analizó la generación de superóxido mitocondrial por microscopía de fluorescencia  
en HK2, utilizando dihydroethidium (MitoSOX Red, Molecular probe), como una sonda 
que se une a los ROS producido por la mitocondria (Figura 33). Tras 24 horas de 
estimulación con BPA, aumentó la generación de radicales libres en comparación con 
las células no tratadas. Como control positivo se usó H2O2 a una concentración de 25 
µM. 
 
 
Figura 33. Estimulación con BPA genera  ROS mitocondrial .La imagen muestra especies reactivas de 
hidrogeno en células túbulo epiteliales (HK2) tras 24 h de estimulación con BPA. Como control positivo 
se uso H2O2 a una concentración de 25 µM. 
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VI. DISCUSIÓN
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A) BISFENOL (A) EN LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA. 
 
La Enfermedad Renal Crónica según datos del estudio Epidemiología de la 
Insuficiencia Renal Crónica en España (EPIRCE) 
145
 afecta aproximadamente al 10% de 
la población adulta española y a más del 20% de los mayores de 60 años, y que, 
además, estaría siendo infra-diagnosticado en nuestro pais. 
En España, en datos publicados correspondientes a 2013, la incidencia global de 
pacientes con ERC subsidiarios de depuración extra-renal era de 124 pacientes por 
millón de población, en mayores de 15 años, 145 pacientes por millón de población y la 
prevalencia global era de 1122 pacientes por millón de población, en mayores de 15 
años, 1314 pacientes por millón de población. Observándose, que en los últimos años 
no sólo hemos vivido un incremento notable en la prevalencia en los pacientes con ERC 
en tratamiento sustitutivo, sino que hemos experimentado un importante cambio en el 
perfil de la población tratada. La esperanza de vida de la población ha aumentado 
significativamente, lo que ha determinado que un mayor número de pacientes con 
enfermedades crónicas, como la diabetes mellitus, la hipertensión arterial o la 
arteriosclerosis, vivan lo suficiente como para desarrollar insuficiencia renal en sus 
estadios más avanzados y, por ello precisen de depuración extra-renal. Buena prueba de 
ellos, es que las características de la población tratada con diálisis suponen solo un 20 % 
de los pacientes que se mantienen en lista de espera de trasplante renal, a pesar de unos 
criterios de inclusión cada vez menos rígidos. 
En los últimos tiempos, la exposición a determinadas sustancias químicas se ha 
instalado en nuestra vida diaria. Una de esas sustancias es el bisfenol A (BPA), 2,2-bis-
(4-hidroxifenil)-propano, molécula utilizada en la síntesis de plásticos de policarbonato 
y en las resinas epoxi. Su uso está muy extendido en la fabricación de biberones, 
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dializadores, botellas para agua, refrescos, así como en el recubrimiento interno de latas 
y contenedores de comida y bebida. En 2009 se fabricaron  alrededor de 6.000.000 de 
toneladas métricas de BPA a nivel mundial 
146
 
Este uso tan extenso de BPA, da lugar a la exposición generalizada en la población. Blot 
et al. 
147
estima que la cantidad máxima de ingesta humana diaria de BPA es de 1 mg / 
kg de peso corporal. La exposición a BPA ocurre preferentemente por vía oral, pero 
también debido a los selladores dentales, a través de la piel, por inhalación de productos 
de limpieza y en pacientes en diálisis a través de las membranas y carcasas de los 
dializadores. Incluso, el polvo es considerado un contribuyente menor (<10% de la 
exposición total) a la exposición diaria total de BPA. Más preocupante aún es la 
detección de agua subterránea y de ríos contaminados con BPA según estudios 
realizados en diversos países como España 
148
 , China y Japón
149
. 
 La exposición humana al BPA se estima que es principalmente por el consumo de 
alimentos y, de acuerdo con los peores escenarios, puede alcanzar los 40 µg / Kg peso 
corporal  (Informe de la UE, 2003). Se ha informado de métodos para la determinación 
analítica de BPA en diversas muestras biológicas de  roedores y  seres humanos 
utilizando GC-MS, LC-MS / MS, y HPLC con detección electroquímica, mediante  
anticuerpos o fluorescencia. Las  concentraciones en suero en individuos (población 
general) involuntariamente expuestos pueden variar desde por debajo de 1 µg de BPA / 
L hasta 19µg de BPA / L
150–152
 . 
Numerosos trabajos 
148,153
 consideran al BPA como un disruptor endocrino y han 
estudiado la posible relación entre la actividad hormonal (xenoestrógeno) del BPA y 
distintas alteraciones endocrino-metabólicas entre las que caben destacar trastornos 
hepáticos, tiroideos, obesidad, del comportamiento,  resistencia a la insulina y aumento 
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a la susceptibilidad a la diabetes 
154
. A la controversia existente se ha agregado el tema 
de la posible peligrosidad de las dosis bajas y si el umbral de exposición actualmente 
recomendado requiere revisión. Los efectos sobre la salud en los seres humanos se 
desconocen debido a la falta de datos epidemiológicos con un poder estadístico 
suficiente para detectar los efectos de las dosis bajas. El aumento de nivel de BPA orina 
se correlaciona con una disminución del nivel de concentración de espermatozoides, del 
nivel de esperma total, del nivel de vitalidad de los espermatozoides, y disminución del 
nivel de la motilidad del esperma en los hombres 
155
 La concentración de BPA en la 
orina se correlaciona con los niveles hormonales alterados en los hombres
156
. 
Como el BPA tiene una eliminación rápida completa por la orina (vida media: 6 horas), 
se considera que la excreción urinaria es el método más apropiado para evaluar la 
exposición al BPA. 
 ELIMINACION RENAL DEL BISFENOL (A).  
 
El BPA en condiciones normales se metaboliza en el hígado y se elimina por la orina. 
Estudios revelan que la excreción urinaria de BPA puede ser utilizado como 
biomarcador para la enfermedad renal
110
 . La excreción urinaria de BPA disminuye con 
el deterioro de la función renal y estas asociaciones difieren según la edad o el sexo. El 
estudio también revela que existe una correlación entre la excreción de BPA  y filtrado 
glomerular (FG)
110
. El BPA y sus metabolitos son eliminados por la orina
,13–15
.  
Los estudios publicados sobre BPA y pacientes con ERC observan que hay un aumento 
de BPA en sangre. Pacientes con una disminución de la función renal presenta un 
aumento de BPA en suero y en pacientes en hemodiálisis los niveles fueron todavía más 
altos 
121
. Uno de los argumentos por los organismos gubernamentales para considerar el 
uso seguro de BPA en la población general es la eliminación urinaria casi completa de 
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la molécula conjugada
119
, disminuyendo los riesgos de la exposición al BPA. Por todo 
lo anteriormente mencionado, los pacientes con enfermedad renal son objeto de estudio 
ya que son más sensibles a la acumulación de BPA y su toxicidad potencial debido a la 
pérdida de los mecanismos fisiológicos de excreción de BPA en orina. 
Kretier y cols. observan que a medida que desciende el FG aumentan los niveles séricos 
de BPA. En nuestro estudio demostramos que los niveles séricos de BPA en pacientes 
en diálisis, sin función renal residual, son muy superiores al grupo control con función 
renal residual. Esto confirma los estudios previos
159
 que observan que la incapacidad 
para excretar BPA por orina redunda en un aumento de los valores séricos de BPA. 
Kanno et al observaron que los pacientes en hemodiálisis , la concentración de BPA 
(5,3±0,3 ng/mL) es mayor que en pacientes en diaslisis peritoneal (3,8±0,2 ng/mL) y 
mayor que en personas con función renal normal (2,6±0,1 ng/mL)
160
. El paciente renal 
no debería estar incluido en la disposición general por lo cual el BPA no es tóxico al 
eliminarse por el riñón, pues tienen alterada esta vía. Por  tanto iría de acuerdo con las 
recomendaciones de cuidar la exposición al BPA de pacientes con ERC. Pero como ya 
hemos comentado, en este grupo estaría un 10% de la población española, muchos de 
los cuales desconocen presentar ERC y que por lo tanto acumulan el BPA en sangre y 
posiblemente en tejidos. 
 
 BISFENOL (A)  INTRACELULAR 
 
El BPA es una molécula simétrica que contiene dos anillos aromáticos y dos grupos 
funcionales hidroxilo (OH) en los extremos, capaces de formar enlaces de hidrógeno. 
Esto determina las propiedades físicas de la molécula, que tendrá carácter anfipático,  
ligeramente apolar, teniendo una baja solubilidad en agua, siendo además dependiente 
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del pH del medio. Esto tiene un gran impacto desde el punto de vista toxicológico, dado 
que en sangre se encontrará unido a proteínas trasportadoras dificultando su eliminación  
del organismo. 
Sin embargo, en el caso del BPA, el posible problema se atribuye a su analogía a un tipo 
de hormonas, los estrógenos. Ambas moléculas tienen una estructura con una parte 
similar como se muestra en la figura 34, por lo que ambas podrían interaccionar con los 
receptores alterando el equilibrio hormonal e introduciéndose en el interior de las 
células. 
                                 
                                                Figura 34. Estructura estrógeno. 
Debido a esas propiedades el BPA es considerado un disruptor endocrino sintético, su 
internalización al interior de la célula es igual que el de una hormona. Ningún estudio 
había analizado antes la concentración intracelular de BPA aunque hay signos indirectos 
de su acción intracelular. En el diseño de la presente tesis decidimos analizar la 
concentración intracelular de BPA, al entender que es importante conocer no solo el 
comportamiento sérico, sino el intracelular también. Es conocida la acumulación del 
BPA en determinados tejidos, como en el higado
161
 o a nivel intracelular 
162
. 
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Se ha demostrado que el BPA actúa sobre diferentes receptores nucleares entre ellos 
PPAR-gamma
94
 o receptor de esteroides y xenobióticos74. El BPA puede tener un efecto 
nefrotoxico como consecuencia de su acción sobre los receptores PPAR- gamma. 
Benigni et al.
163
 observó la actividad renoprotectora de la pioglitazona en células 
tubulares humanas, que es un receptor gamma activado por el agonista proliferador de 
peroxisomas (PPAR-gamma). Estudios con células HK-2 fueron transfectadas con 
plásmidos que albergan el gen de la luciferasa y pioglitazona, la actividad 
transcripcional de gen de la luciferasa fue incrementado ya que contiene elementos de 
respuesta proliferador peroxisoma putativo (PPRE). El aumento de la actividad de la 
luciferasa fue inhibido por BPA diglicidil éter (BADGE), un antagonista sintético de 
PPAR-gamma. . 
Niveles bajos de BPA incrementan los niveles de estrógenos en el riñón 
164
. El 
estrógeno modula negativamente el transportador de cationes orgánicos (CO) del riñón 
en mamíferos y contribuye a la diferenciación relacionado con el sexo en la excreción y 
acumulación de xenobióticos. Varios disruptores químicos endocrinos regulan 
negativamente transportadores que están involucrados en la acumulación renal y la 
excreción de xenobióticos en los animales. De acuerdo con Pelis et al.
165
 los compuestos 
estrogénicos 17β-estradiol (E2) y xenoestrógenos dietilestilbestrol (DES) tiene efecto en 
transporte CO renal, pero BPA no tiene efecto en este transporte. Ello podría ser debido 
a la débil actividad estrogénica de BPA.    
En nuestro estudio los niveles de BPA intracelular en PBMCs fueron más altos en 
pacientes en hemodiálisis que en los controles sanos, lo que sugiere que hay una elevada 
acumulación de esta molécula en las células en pacientes con insuficiencia renal 
avanzada. Aunque se desconoce la biodistrib ución de esta molécula y su posible 
significado clínico,  suponemos que esta internalización redundará en un descenso del 
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BPA circulante sérico, habiendo demostrado por primera vez en pacientes que existe un 
acumulo intracelular de BPA, conformando su papel toxico, y explica cómo una vez 
aumentado en sangre difunde al interior de las células. Por otra parte, la diálisis con 
membranas de polisulfona aumentaron más BPA intracelular, lo que sugiere que la 
carga de BPA de estos dializadores puede llegar al espacio intracelular, donde puede 
modular expresión de genes 
166
. La implicación de los niveles intracelulares de BPA 
deberá ser bien estudiada. 
B)  BISFENOL (A) Y MEMBRANAS DE HEMODIÁLISIS. 
 
La hemodiálisis constituye la modalidad terapéutica más ampliamente utilizada en el 
mundo para el tratamiento de la ERC. Muchos han sido los avances médicos y 
tecnológicos en el campo de la diálisis en los últimos años, desde el desarrollo de 
monitores “inteligentes”, membranas de mayor permeabilidad y biocompatibilidad, la 
utilización de bicarbonato como buffer, el mayor control del agua de la diálisis y 
muchos otros que han permitido que pacientes de mayor edad y pluripatología puedan 
beneficiarse de este tratamiento. 
La hemodiálisis convencional puede considerarse una terapia sustitutiva renal que 
garantiza resultados razonables a corto plazo. Sin embargo, los resultados clínicos a 
largo plazo podrían mejorarse. La desnutrición y la inflamación son comunes, el control 
de la hiperfosforemia, la hipertensión y la insuficiencia cardíaca son pobres, la 
rehabilitación y la calidad de vida son subóptimas y las tasas de hospitalización y de 
mortalidad son altas. La causa más común de mortalidad en pacientes en HD de forma 
crónica es la enfermedad cardiovascular, que es la causa atribuida de muerte en 
aproximadamente el 50% de los pacientes 
167
. El paciente en diálisis es por lo tanto un 
paciente con situación inflamatoria crónica, de origen multifactorial. Uno de los factores 
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responsables es la propia diálisis. No solo por ser incapaz de depurar moléculas 
proinflamatorias por su tamaño, por unirse a proteínas o por su localización intracelular, 
sino porque las propias membranas no son completamente biocompatibles. Se ha 
estudiado ampliamente la biocompatibilidad de diferentes membranas, pero uno de los 
factores, muy poco estudiado, es el hecho de tener en su composición material, que, 
como el BPA, pueden ser responsables de una menor biocompatibilidad. 
Diversos estudios han evaluado la biocompatibilidad de las membranas de diálisis, el 
tipo de membrana puede influir generando mayor o menor estrés oxidativo, uno de los 
mecanismos básicos es una menor producción de ROS resultado de una menor 
estimulación de los procesos inflamatorios y una mayor eliminación de toxinas 
urémicas que participen en la producción de ROS 
168–170
. También como se demuestra 
en un reciente meta-análisis 
171
 el uso de agua ultrapura en el baño de diálisis se asocia 
con una disminución significativa en varios marcadores de inflamación, incluyendo 
PCR e IL-6, también a una mejora significativa en la albúmina plasmática, como 
marcador de la nutrición y la inflamación, y a una mejora en varios parámetros de 
anemia, con un aumento en el nivel de hemoglobina asociado a una disminución de la 
dosis semanal de eritropoyetina. En este sentido se han conseguido grandes avances, 
mejorando la biocompatibilidad de las membranas, la calidad del agua de la diálisis, 
reduciendo el número de catéteres intravasculares como acceso vascular para 
hemodiálisis, intentando evitar la sobrehidratación de los pacientes en diálisis, y por 
supuesto el tipo de técnica de depuración extra renal.  
Se han encontrado niveles séricos de BPA elevados en pacientes  en hemodiálisis en 
comparación con los pacientes con normalidad de la función renal, lo cual es consistente 
con las observaciones anteriores que el BPA sérica aumenta cuando la tasa de filtración 
glomerular cae por debajo de 60 ml / Min.
122
. En este sentido, nuestros datos apoyan la 
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hipótesis de que los pacientes en hemodiálisis representan una población de alto riesgo 
de sobrecarga de BPA, que puede influir en la situación de los dispositivos médicos que 
contiene en su composición BPA. El BPA debe migrar de los dializadores a la sangre en 
los pacientes en hemodiálisis
123
 
El propósito de esta tesis fue analizar de forma prospectiva el impacto del uso de los 
dializadores libres de BPA tanto en capilares (polinefrona) como en la carcasa, en los 
niveles de BPA en suero de los pacientes en hemodiálisis en comparación con el uso de 
dializadores que presentan en su composición BPA en los capilares (polisulfona). Así, 
estudiamos solo la influencia del material de los capilares con los valores de BPA 
sérico. El principal hallazgo es que la elección del dializador en términos de los 
impactos de contenido de BPA en una sola sesión de diálisis y después de 3 meses de 
uso continuo del mismo tipo del dializador, influye en los niveles de BPA en suero. Esto 
demuestra que el dializador que contiene BPA puede contribuir en la concentración de 
BPA en los pacientes en hemodiálisis. El ensayo de elución de BPA de los sueros de 
pacientes en antes de la diálisis, demostró que se encontró una mayor cantidad de BPA 
para pacientes dializados con polisulfona (PS). El único estudio similar fue el realizado 
por Kretier et al. quienes compararon 2 membranas una con y otra sin BPA, pero ambos 
dializadores con una carcasa de policarbonato que contiene BPA, la cual es un factor 
adicional de liberación de BPA como ya comentamos. El baño de diálisis está en íntimo 
contacto con la carcasa, que puede desprender el BPA que pasaría directamente a la 
sangre. Este grupo no encuentra diferencias entre los dializadores estudiados, 
polietersulfona de alto flujo (Purema H, se hace referencia como PUR-H), polisulfona 
de alto flujo (referido como HF-PSU), y bajo flujo de polisulfona (referido como LF-
PSU). El tiempo de estudio fue de 4 semanas. La concentración in vitro de BPA eluido 
del dializador con la sangre en condiciones acuosas variaron para los tres dializadores 
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siendo muy bajo para PUR-H (6,2 ± 2,5 ng; p <0,001), intermedio para HF-PSU (48,1 ± 
7,7 ng), y más alto para LF-PSU (140,8 ± 38,7 ng; p <0,01). En un estudio cruzado de 
152 pacientes prevalentes con ERC, la concentración de BPA en plasma comenzó a 
incrementarse después de la etapa 3. Pacientes en hemodiálisis de mantenimiento tenían 
concentraciones más de seis veces más altos de BPA que los pacientes con ERC estadio 
5 prediálisis (10,0 ± 6,6 vs. 1,6 ± 1,8 ng / ml; p <0,001). En el estudio controlado 
aleatorio, las concentraciones plasmáticas de BPA eran muy elevados en comparación 
con los controles sanos (rango de 9,1 ± 4,5 a 12,0 ± 6,0 ng / ml vs. ≤0.2 ± 0,1 ng / ml; p 
<0,001), pero ningún cambio en los niveles de BPA en plasma se observó durante la 
hemodiálisis con cualquiera de los tres dializadores en el curso de un solo tratamiento y 
durante un período de 4 semanas. 
Así en este estudio el hecho de su corta duración y el que los dializadores con 
membranas de polisulfona y polinefrona presentaban BPA pueden explicar la falta de 
diferencias entre una y otra membrana 
122
. Por el contrario, nosotros encontramos 
diferencias en los niveles de BPA en suero después de 12 semanas de uso con 
dializadores que contienen BPA. A diferencia del estudio realizado por Krieter et al, en 
nuestro estudio la carcasa de los dializadores de polinefrona son libres de BPA. Por lo 
que, la combinación de una exposición más larga (3 meses frente a 1 mes) y el uso de 
dializadores completamente libres de BPA en un grupo de pacientes, permitió la 
identificación de una contribución significativa de BPA en los pacientes en hemodiálisis 
que fueron tratados con membranas que contienen BPA. A este respecto,  se hizo un 
estudio piloto en pacientes incidentes a unos tiempos más cortos (3 semanas), y con un 
grupo de pacientes más pequeño (n = 7 observandose que el uso de membranas de 
polisulfona tiene la misma tendencia aumentar los niveles de BPA en suero de 
pacientes. Los estudios previos también han sugerido que estos dializadores desprenden 
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BPA a la circulación, aunque los estudios fueron in vitro o solo en una única diálisis 
realizado en membranas obsoletas. Así en un único lavado de solución salina, se libera 
más BPA en las membranas de diálisis de polisulfona con carcasa de policarbonato (que 
contienen BPA) que membranas de diálisis de polisulfona con carcasa de poliestireno 
libre de BPA,  lo que sugiere un papel potencial para la carcasa en la modulación de 
BPA en suero 
125
.En otro estudio, una sola sesión de hemodiálisis dio lugar a un 
aumento de niveles séricos de BPA en los pacientes dializados con polisulfona, pero no 
en los que se dializan con membranas de celulosa
121
. A pesar de que la masa molecular 
del BPA es 228 D y debido su carácter apolar, tiene afinidad por proteínas para poder 
transportarse en el torrente sanguíneo, la eliminación de BPA por hemodiálisis es 
limitada
122
. La fracción de BPA unida a proteína en plasma en pacientes en diálisis  se 
estimó entre 74% al 65% 
159
, similar a valores que se obtuvieron in vitro del 95% de 
unión a bajas concentraciones 
172
. Los dializadores son una fuente adicional de BPA, 
pero las diferencias en el contenido de BPA eluible no están asociados con un efecto 
significativo sobre los niveles plasmáticos de BPA en pacientes en diálisis. Debido a la 
alta unión a proteínas, la eliminación de BPA por hemodiálisis es limitada. 
Se desconoce si este aumento de BPA en pacientes en diálisis tiene una repercusión 
directa sobre la situación clínica de estos pacientes. De esta manera, el BPA podría 
afectar al sistema endocrino o sistema metabólico de los pacientes que van a recibir 
tratamiento de hemodiálisis 
121
. Cuando se ha analizado lo que ocurre con membranas 
de hemodiálisis que contienen BPA tanto con suero bovino como con etanol se observa 
un aumento de la concentración de BPA después de pasar por el dializador, pero es 
superior cuando se usa suero bovino 
123
. Eso podría extrapolarse a pacientes en 
hemodiálisis de manera que el suero del paciente al pasar por la membrana sería capaz 
 
 
125 
 
de hacer pasar BPA a la sangre. Esto ha podido constatarse con nuestro estudio, de 
manera que incluso con peses de una sesión, aumentan los niveles séricos de BPA. 
Por otra parte, Csanády et al determinaron coeficientes de partición en tejidos humanos 
a 37°C para BPA, y su unión inespecífica a las proteínas séricas humanas. Los 
coeficientes de reparto se obtuvieron mediante la incubación de la sangre que contiene 
BPA con cada uno de los siguientes tejidos: cerebro, hígado, riñón, músculo, grasa, 
placenta, glándula mamaria, y la glándula adrenal. La solubilidad o coeficiente de 
reparto (K) fue de 1,4 para tejidos no adiposos mientras que para los tejidos adiposos el 
valor de K fue 3.3. Esta mayor unión a células lipídicas compromete la dializabilidad de 
BPA, al ser un tejido de más difícil intercambio 
172
. Por lo tanto, la disminución 
observada en la concentración de BPA después de la diálisis crónica con membranas de 
polinefrona puede tener un componente importante en la disminución del BPA libre en 
la sangre, pero pensamos que es difícil que depure el BPA presente en tejidos, 
especialmente aquel almacenado en tejido graso. 
Nuestro estudio argumenta en contra de un papel significativo de la técnica hemodiálisis 
en el aclaramiento de BPA debido a que no se observó una reducción significativa de 
BPA en suero después de una sola sesión de diálisis. Esta observación está en 
consonancia con los niveles más altos de BPA en suero en pacientes en hemodiálisis 
que en los controles sanos. Además, nuestros resultados sugieren que dializadores con 
membrana de polisulfona pueden incrementar niveles de BPA y el uso crónico de 
dializadores libres de BPA pueden disminuir dichos niveles. No es posible determinar 
las causas por las cuales los dializadores de BPA reducen los niveles de BPA, pero se 
pueden hipotetizar varias causas: puede ser que la propia metabolización por las células, 
o su acúmulo en determinados tejidos, así como no se puede descartar que el BPA libre 
pueda ser eliminado por la propia hemodiálisis al tener un peso molecular muy 
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pequeño. La exposición al BPA de manera reiterada puede conducir a la acumulación de 
BPA en los órganos diana. El paciente en hemodiálisis tendría por lo tanto dos posibles 
mecanismos de entrada del BPA, la via oral y la propia de la hemodiálisis. Pero a través 
de la segunda no existiría conjugación hepática en el primer pase dada su 
administración intravenosa al contrario que el BPA liberado de envases de alimentos y 
absorbido desde el tracto gastrointestinal. 
 
C) INFLAMACION Y OXIDACION. 
El estrés oxidativo y la inflamación contribuyen a  la enfermedad cardiovascular en 
pacientes con ERC 
173
. En ERC avanzada se caracteriza por un incremento del estrés 
oxidativo y una inflamación sistémica de bajo nivel, que puede ser controlada mediante 
la medición de PCR o IL-6  
174,175
. La uremia en sí mismo y las sesiones de hemodiálisis 
pueden contribuir al estrés oxidativo y la inflamación.  
 Chepelev et al, en sus estudios in vitro en HEK 293, propuso que el BPA estimula la 
via NRF2 / ARE debido a un incremento de los niveles de mRNA de HO-1 y NQO1
176
 
El BPA induce disfunción mitocondrial  e inflamación
177
,
178
, que es una característica 
clínica habitual en los pacientes en diálisis
179
. Esta inflamación es multifactorial en su 
origen, relacionándose entre otros con la pérdida de la función renal (retención de 
oxidantes que deben ser eliminados en la orina como el fenol indoxyl carboxilo, la 
metilguanidina y los lípidos oxidados) 
180
 las comorbilidades (edad avanzada, diabetes 
mellitus, inflamación crónica, uremia, desnutrición grave y los factores asociados a la 
diálisis per se), o el propio procedimiento de la diálisis. Las consecuencias de la 
inflamación tienen una importante implicación en un amplio abanico de procesos, como 
el síndrome malnutrición-inflamación, la calcificación vascular y disfunción endotelial, 
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la resistencia a la insulina o la depresión. Esta situación constante de micro-inflamación 
en los pacientes en diálisis, les otorga un riesgo elevado de presentar complicaciones 
cardiovasculares y, por tanto, mayor mortalidad cuando se comparan con la población 
sin ERC
181
Este hecho ha condicionado que en la última década la inflamación sea 
objeto de estudio y se han propuesto potenciales intervenciones para intentar 
disminuirla, ya que esto podría mejorar su pronóstico.   
La exposición al BPA está relacionado con la inflamación-oxidación y enfermedades 
cardiovasculares en seres humanos y en roedores y cultivo celulares.
182,183
 La presencia 
de BPA en la orina, es una marcador de exposición al BPA en la población general y  se 
asocia con marcadores del estrés oxidativo (malondialdehído y 8-
hydroxydeoxyguanosine) y la inflamación (recuento de células blancas de la sangre y 
los niveles de PCR) en ciertas subpoblaciones tales como posmenopáusica y mujeres 
embarazadas 
184
. Kabuto et al 
185
 sugieren que la exposición al BPA durante el 
desarrollo embrionario y la infancia induce estrés oxidativo en el tejido, peroxidacion en 
el riñón y también induce una sobreproducción de peróxido de hidrogeno. Un aumento 
del nivel de catalasa, glutation peroxidasa y sustancias reactivas con el ácido 
tiobarbitúrico fueron observadas en  riñónes de ratones tratados con BPA. Las especies 
reactivas de oxigeno tales como radicales hidroxilo, aniones de peróxido, radicales 
peroxilo y peróxido de hidrógeno son citotóxicos. Estas ROS generada por BPA 
producen daños a   lípidos de membrana, DNA y proteínas en las células 
186
. El estrés 
oxidativo surge del desequilibrio entre la producción de sustancias reactivas derivadas 
del oxígeno (ROS) y los mecanismos de defensa antioxidantes 
32
. En condiciones 
normales ambos sistemas se encuentran en equilibrio de modo que un incremento en la 
producción de ROS va acompañado de un incremento en la defensa antioxidante.  
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El incremento de estrés oxidativo en los pacientes dializados, parece ser consecuencia 
de la acumulación de compuestos con capacidad pro-oxidante o resultado de la 
activación de ROS por neutrófilos y plaquetas, o a la depleción de antioxidantes debido 
a su consumo o eliminación durante el proceso de diálisis 
32,187,188
  
El estrés oxidativo durante los procesos de hemodiálisis depende en parte de la 
biocompatibilidad de las membranas. El estrés oxidativo se produce durante la 
hemodiálisis, como consecuencia de una activación del complemento y de los leucocitos 
de la sangre al contacto con la membrana artificial de la diálisis, lo que puede promover 
la producción de radicales libres 
171
. Incluso una sola sesión de hemodiálisis puede 
aumentar la peroxidación lipídica y disminuir los antioxidantes
169,189,190
. Cuando la 
producción de radicales libres excede las defensas antioxidantes disponibles, se produce 
la reacción de los radicales libres, causando peroxidación de lípidos, desnaturalización 
de las proteínas y daño vascular 
191
. La exposición de las células a BPA causa un 
aumento significativo de ROS intracelular y una reducción significativa en el nivel de 
glutatión (GSH ) 
129
 El agotamiento de GSH y el aumento producción de radicales libres 
podría ser el mecanismo para que BPA induzca citotoxicidad y apoptosis en las células 
de la pulpa dental humana
130
. que es el principal antioxidante de las células, es ubicuo y 
ayuda a protegerlas de las especies reactivas del oxígeno como los radicales libres y 
los peróxidos 
192
. 
En este trabajo se estudió la expresión de genes en respuesta a la inflamación y  al estrés 
oxidativo en los pacientes en hemodiálisis, con dializadores con y sin BPA para 
observar las diferencias. Para ello analizamos la expresión de genes de Il-6, TNFα, para 
la inflamación y Nrf-2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like )2, NQO-1, SOD-1, 
Catalasa y HO-1 y de proteínas como Nrf-2, HO-1 y Prx- para el estrés oxidativo. Se 
observó un aumento de estas enzimas, tanto en expresión de ARNm como proteica, y 
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cuando analizamos su relación con el BPA observamos que era mayor cuanto mayor era 
la concentración de  BPA.  Se demuestra el efecto del acumulo del BPA en los pacientes 
desde el punto de vista de la inflamación y el estrés oxidativo. Hay muchos estudios en 
animales en los que se ha demostrado que el BPA induce daño en podocitos y en la 
hormona tiroidea 
113,193
, produce hipertensión
114, daño pancreático en células α y β194. 
La observación anterior indica que la exposición al BPA en la edad adulta puede 
interrumpir la normal homeostasis de la glucosa que conduce al desarrollo de la diabetes 
tipo 2 o también puede inducir daño neuronal 
89
. El BPA, como se ha comentado 
anteriormente, se comporta como una hormona por lo que sus receptores celulares que 
se van a ver implicados en la señalización serán los receptores nucleares. Kafi et al. 
195
, 
en un estudio electroquímico, observó que el BPA a la concentración de 300 nM induce 
estrés oxidativo y citotoxicidad en células de neuroblastoma mediante la modulación 
una variedad de vías de señalización celular. Lin et al.
196
 estudiaron el efecto citotóxico 
de BPA en las células neuronales dopaminérgicas .El BPA a concentraciones de 100 
µM aumenta especies reactivas de oxígeno intracelular (ROS) y de ese modo ejerce 
citotoxicidad. El exceso de estrés oxidativo es tóxico, ejerciendo efecto citostatico, 
causando daños en la membrana y la activación de las vías de la muerte celular 
(apoptosis y/o necrosis). El BPA puede inducir roturas en la hélice de DNA
197
. 
Modificaciones en la hélice de DNA aumentan la citotoxicidad de las células expuestas 
e induce efectos mutagénicos / cancerígenos. En células de la pulpa dental en humanos 
la expresión de HO-1 es crucial para el mecanismo de defensa contra la toxicidad del 
BPA posiblemente a través de la compactación de especies reactivas del oxígeno 
198
. 
Nuestros datos están en concordancia con lo observado por Chang et al, dio lugar a un 
aumento de HO-1, que es una de las proteínas junto con NQO-1 y SOD-1 se sintetizan 
tras activación del factor de transcripción Nrf-2, en la expresión de proteína como de 
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ARNm por BPA. En células tubulares (HK2) al estimularse con BPA no solo produce 
radicales libres si no también apoptosis y despolarización de la membrana. Que el BPA 
sea capaz de inducir efectos en el ciclo celular y la apoptosis indica que las acciones de 
BPA pueden ir más allá de la interferencia endocrina 
199
. Nuestro estudio detecta 
resultados similares a los observados en células, en la clínica habitual, con resultados 
similares a la administración de dosis de BPA a las células estudiadas. . El paciente en 
diálisis sufre los mismos cambios cuando se dializan con membranas de polisulfona. 
 Como se muestra en la figura 29 al estimular las PBMC´s con  BPA a diferentes 
concentraciones, que son las comprendidas entre las encontradas en los pacientes en el 
estudio, da lugar a un incremento de IL-6 y TNFα  dosis-dependiente de BPA y es 
similar al incremento observado de estas citoquinas en presencia de las trazas de 
polisulfona que liberan BPA al medio (Figura 30). Por ese motivo pensamos que el 
BPA tiene un efecto directo sobre la inflamación y no es un marcador subrogado de otro 
posible factor no medido 
Hemos observado también como la inflamación correlacionó con los cambios en las 
concentraciones de BPA en respuesta a los 2 tipos de membranas usadas en este estudio. 
El efecto pro-inflamatorio medido por IL-6 y PCR del BPA también pudo ser observado 
en cultivo de leucocitos, de manera similar a lo que observamos en los pacientes en 
hemodiálisis. Además, hemos visto como los dializadores con membranas de 
polisulfona, liberan BPA en el medio de cultivo celular. Esto confirma como el BPA es 
capaz de liberarse del dializador. La respuesta a la dosis proinflamatoria del BPA abarca 
la misma variación de valores de BPA en suero  que encontramos en los pacientes en 
diálisis, por lo que los resultados pueden ser superponibles. En general, los hallazgos in 
vitro sugieren que el BPA contenido de dializadores puede afectar a la respuesta 
inflamatoria y al estrés oxidativo de los leucocitos circulantes en vivo. Un aumento de 
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todos estos marcadores dan lugar a complicaciones ya que estos mecanismos de defensa 
van a estar desregulados, ya no por la patología renal que puedan presentar sino también 
por la acumulación de BPA en el organismo. Por lo tanto demostramos que el BPA se 
desprende del material de la membrana del dializador con polisulfona, y es responsable 
en parte, de alterar los mecanismos de oxidación e inflamación, aumentando ambos. 
Esto es similar a otras toxinas urémicas como el p-cresol, que se conoce que tiene 
repercusión clínica. 
El termino toxina urémica la acuñó Piorry en 1847  para indicar la "contaminación de la 
sangre con la orina" para referirse a los signos y síntomas derivados de la enfermedad 
renal que aumentan la mortalidad. Se propuso que una toxina urémica debería definirse 
como una molécula que cumpla con las siguientes premisas:1) la identidad química y la 
concentración en los fluidos biológicos deben ser conocidos, 2) la concentración en 
individuos urémicos debe ser mayor que en los sujetos no urémicos y 3) la 
concentración debe correlacionar con los síntomas urémicos, y los síntomas debe 
desaparecer por la disminución de la concentración
49
. Las toxinas urémicas son 
responsables de la enfermedad urémica. Entre los cambios que han sido directamente 
relacionados con las toxinas urémicas encontramos pérdida progresiva de la función 
renal, la morbilidad cardiovascular y síntomas urémicos tales como anorexia, vómitos, 
debilidad, trastornos del sueño, y la neuropatía. Una de las toxinas urémicas más 
estudiadas es el p-cresol que es un producto final de la degradación de las proteínas y un 
metabolito de aminoácidos de las bacterias intestinales 
200,201
. Dicha molécula es toxica 
para pacientes urémicos. Algunos casos con intoxicaciones graves por p-cresol han sido 
descritos 
202
. Los fenoles e índoles han sido relacionados con múltiples alteraciones 
clínicas que presenta el paciente con ERC.  
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Existen grandes similitudes entre el BPA y algunas de las toxinas urémicas de origen 
fenólico como el p-cresol. Tanto el BPA como el p-cresol tras su metabolismo son 
eliminadas por la orina pero en estos pacientes se les acumula por lo que llegan a ser 
toxicas por lo que sus concentraciones son mayores en pacientes urémicos que en 
sujetos sanos y esas concentraciones elevadas correlacionan con síntomas urémicos
203
. 
Como se ha comentado previamente de ambas moléculas, debido a sus propiedades 
físicas, se unen a proteínas transportadoras, lo que dificulta su eliminación por la 
membrana de diálisis.  Este tipo de toxinas urémicas se clasifican como unidas a 
proteínas, habiéndose descrito 115 toxinas urémicas  de este tipo en una revisión 
reciente
204
.  
En definitiva, los pacientes en hemodiálisis tienen altos los niveles de BPA y la elección 
de la membrana de diálisis influye en los niveles de BPA tanto en suero como a nivel 
intracelular. Los dializadores con membranas que contienen BPA aumenta los niveles 
de BPA en suero para más de 3 meses y en una única sesión hemodiálisis. La falta de 
excreción de orina hace que aumenten los niveles de BPA, pero el uso de membranas de 
diálisis que contienen BPA incrementan más aún la concentración. A la vista de los 
resultados obtenidos en el presente trabajo y al ser cotidiano en las salas de diálisis el 
uso de estos dializadores con BPA, debería valorarse la posibilidad de sustituir o 
eliminar el BPA de los utensilios médicos, especialmente en los pacientes renales por la 
imposibilidad de eliminarlos por via urinaria por lo que estamos de acuerdo con los 
resultados del comité de expertos de la Unión Europea que aconsejan eliminar el BPA 
de los utensilios médicos debido a efectos adversos vistos en estudios en humanos 
205
 . 
En este sentido, encontramos evidencias de un aumento al estrés oxidativo y la 
inflamación en pacientes en hemodiálisis dializados con membranas de polisulfona, que 
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con el uso de membranas de polinefrona, libres de BPA. La eliminación de BPA en las 
diálisis podría mejorar el incremento de estos factores. 
De los resultados de esta tesis se puede concluir que el BPA debe de ser considerado 
una toxina urémica de origen exógeno al cumplir todos los criterios de la definición de 
toxina urémica. Está elevado en el paciente renal y es responsable de un daño sistémico, 
como es la inflamación y la oxidación, y cuando se reduce cambiando la membrana del 
dializador estas alteraciones mejoran notablemente. 
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CONCLUSIONES 
 
1)  Los pacientes en hemodiálisis tienen niveles de BPA muy superiores en sangre que 
la población con función renal normal. 
2) Las hemodiálisis con membranas de polisulfona incrementan los niveles de BPA 
sérico en una sola sesión de hemodiálisis mientras que los de polinefrona no se 
observan cambios 
3) El uso durante tres meses de dializadores con membrana de polisulfona aumenta los 
niveles tanto en sangre como en células mononucleares de sangre periférica, 
mientras que en los pacientes dializados con dializadores con la membrana de 
polinefrona descienden. 
4) Los pacientes dializados con membrana de polisulfona durante tres meses sufren un 
aumento de los marcadores de inflamación PCR y IL-6. Existiendo una correlación 
directa entre los marcadores de inflamación (IL-6 y PCR) con los valores de BPA 
sérico. 
5) Los pacientes dializados con membrana de polisulfona durante tres meses sufren un 
aumento de la expresión de los niveles de ARNm involucrados en la respuesta 
antioxidante (Nrf2, HO-1, Catalasa, SOD-1 y NQO-1). 
6) En células tubulares humanas, el BPA da lugar apoptosis y despolarización de la 
membrana y generación de ROS. 
En resumen, estos resultados demuestran que el acumulo de BPA en el organismo al no 
poderse excretar por la orina, da lugar a un estado de inflamación crónica posiblemente 
como consecuencia del estrés oxidativo observado. Estos datos sugieren que el BPA 
cumple con los requisitos para ser considerado como una toxina urémica en pacientes 
 
 
137 
 
con insuficiencia renal y por lo que sería conveniente retirar el BPA de los componentes 
de los dializadores y de los recipientes de uso alimentario. 
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ABSTRACT
Bisphenol A (BPA), a component of some dialysis membranes, accumulates in CKD. Observational studies
have linked BPA exposure to kidney and cardiovascular injury in humans, and animal studies have
described a causative link. Normal kidneys rapidly excrete BPA, but insufﬁcient excretion may sensitize
patients with CKD to adverse the effects of BPA. Using a crossover design, we studied the effect of dialysis
with BPA-containing polysulfone or BPA-free polynephron dialyzers on BPA levels in 69 prevalent patients
on hemodialysis: 28 patients started on polysulfone dialyzers and were switched to polynephron dialyzers;
41 patients started on polynephron dialyzers and were switched to polysulfone dialyzers. Results were
grouped for analysis. Mean BPA levels increased after one hemodialysis session with polysulfone dialyzers
but not with polynephron dialyzers. Chronic (3-month) use of polysulfone dialyzers did not signiﬁcantly
increase predialysis serum BPA levels, although a trend toward increase was detected (from 48.866.8 to
69.1610.1 ng/ml). Chronic use of polynephron dialyzers reduced predialysis serum BPA (from 70.668.4 to
47.167.5 ng/ml, P,0.05). Intracellular BPA in PBMCs increased after chronic hemodialysis with polysulfone
dialyzers (from 0.03960.002 to 0.04360.001 ng/106 cells, P,0.01), but decreased with polynephron dia-
lyzers (from 0.04560.001 to 0.03660.001 ng/106 cells, P,0.01). Furthermore, chronic hemodialysis with
polysulfone dialyzers increased oxidative stress in PBMCs and inﬂammatory marker concentrations in cir-
culation. In vitro, polysulfone membranes released signiﬁcantly more BPA into the culture medium and
induced more cytokine production in cultured PBMCs than did polynephron membranes. In conclusion,
dialyzer BPA content may contribute to BPA burden in patients on hemodialysis.
J Am Soc Nephrol 27: ccc–ccc, 2015. doi: 10.1681/ASN.2015030312
2,2-Bis-(4-hydroxyphenyl) propane (bisphenol A
[BPA]) was synthesized in the 1930s as a synthetic
estrogen,1,2 but was displaced by diethylstilbestrol.
Currently, BPA is a component of polycarbonate
plastics and epoxy resins and is considered an en-
vironmental toxin. BPA contains aromatic rings
with structural similarity to phenols, and BPA me-
tabolism and disposal may have common charac-
teristics with uremic toxins such as p-Cresol.3 BPA
may be absorbed in the gastrointestinal tract after
ingesting products packed in plastic containers,
polycarbonate bottles, or cans of food and
beverages. Like other exogenous phenols, BPA is
conjugated by glucuronic acid in the bowel and
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liver and excreted in urine as BPA glucuronide.4 In this regard,
BPA may also be considered a uremic toxin, because it accu-
mulates in CKD and there is evidence that its accumulation is
harmful.3
BPA is a chemical switch in endocrine processes, and may
impact reproduction, weight, and development. Very low con-
centrations of BPA alter steroidogenesis5 and cell functions.6 In
this regard, BPA exposure has been linked to the development
of obesity, insulin resistance, metabolic syndrome, diabetes,
and atherosclerosis.6–9
An epidemiologic associationwas observed between high
urinary BPA levels and cardiovascular disease. Each increase
in urinary BPA of 4.5 mg/L was associated with a 13% in-
crease in the incidence of coronary heart disease within 10
years, although the signiﬁcance was lost after adjustment for
traditional cardiovascular risk factors.10 In healthy adult
Americans, urinary BPA levels .4 mg/L were associated
with a 50% increase in the prevalence of hypertension com-
pared with levels ,1.5 mg/L.11 Urinary BPA levels .1.4 mg/L
were associated with a 23% higher risk of microalbuminuria
than in healthy adults with levels ,0.5 mg/L.12 Experimen-
tal studies have identiﬁed potential mechanisms of BPA
nephrotoxicity through injury of glomerular podocytes,
oxidative stress, inﬂammation, and induction of arterial
hypertension.13–15
One argument by government agencies for considering safe
the use of BPA in the general population is the almost complete
and rapid urinary elimination of the conjugated molecule,
which decreases the risks of exposure to BPA.16 Thus, BPA
exposure is assessed as urinary BPA concentration in the gen-
eral population because serum levels are
very low when renal function is normal.
However, serum BPA levels increase with
decreasing renal function and are highest
in individuals on hemodialysis,17 reﬂecting
the accumulation of BPA in CKD. For this
reason, studies on the causes and conse-
quences of BPA accumulation in CKD pa-
tients are needed.
BPA is found in the housing (polycar-
bonate) and/or membranes of some com-
monly used dialyzers. The amount of BPA in
polyester polymer alloy dialyzers is 12.2mg/g,
in polysulfone 8–34.5 mg/g, in polycarbon-
ate 47.2 mg/g, in polymethylmethacrylate
0.008 mg/g, in cellulose triacetate 0.008 mg/g,
and in cellulose 0.016 mg/g.17,18 BPA is re-
leased from dialyzers, although at lower
levels than the limits stipulated by health
authorities. We have now evaluated in a
crossover study the impact of the choice
of dialyzer (BPA-free versus BPA-containing)
on serum and intracellular BPA levels and
on inﬂammation and oxidative stress
markers.
Figure 1. Bisphenol serum and intracellular concentration. (A)
Serum and (B) intracellular BPA in healthy controls and patients on
hemodialysis. *P,0.05 versus control.
Figure 2. Study design. (A and B) In this crossover study, prevalent patients on he-
modialysis were evaluated and sampled at baseline and next switched to a different
dialysis membrane for 3 months. At that point, samples were taken and the membrane
switched to the baseline one. (C) At 6 months, new sampling took place.
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RESULTS
Serum and Intracellular BPA Levels
are Higher in Patients on
Hemodialysis than in Healthy Controls
Both serum and intracellular BPA were
higher in patients on hemodialysis than
in healthy controls (35-fold and 12-fold,
respectively; Figure 1, A and B).
Polysulfone Membranes Increase
Serum BPA Levels Following a Single
Hemodialysis Session while Chronic
Use of Polynephron Membranes for
3 Months Decreases Serum BPA
In a crossover design, prevalent patients
chronically dialyzedwith polysulfone (base-
line polysulfone, n=28) were switched for 3
months to polynephron and then switched
back for 3months to polysulfone (Figure 2).
Conversely, patients chronically dialyzed
with polynephron (baseline polynephron,
n=41) were switched for 3 months to poly-
sulfone and then switched back for 3
months to polynephron (Figure 2).
MeanBPA levels increased from46.368.5
ng/ml to 78.4611.0 ng/ml (68% increase
over predialysis baseline values, P,0.05)
following a single hemodialysis session with
polysulfone dialyzers, while no changes were
observed with polynephron membranes
(Figure 3A). A trend toward an increase in
outﬂow over inﬂow BPA levels was also ob-
served with polysulfone, but not with poly-
nephronmembranes (Supplemental Figure1).
The continuous use of a polysulfone
membrane for 3 months tended to increase
predialysis serum mean BPA levels (from
48.866.8 to 69.1610.1 ng/ml, a 44% in-
crease for the combined 0–3 and 3–6month
groups, NS). By contrast, chronic use of
polynephron membranes for 3 months re-
duced predialysis serum BPA (from 70.66
8.4 to 47.167.5 ng/ml, a 33% decrease for
the combined 0–3 and 3–6 month groups,
P,0.05; Figure 3B).
Asmallerstudyofshorterduration(3weeks
for eachdialyzer) in incidentpatients disclosed
a similar trend toward increased serum BPA
levels with polysulfone membranes (Supplemental Figure 2).
Chronic Use of Polysulfone Membranes Increases and of
Polynephron Membranes Decreases Intracellular BPA
Chronic hemodialysis with polysulfone membranes for 3
months increased predialysis intracellular BPA in PBMCs
(from 0.03960.002 to 0.04360.001 ng/106 cells, a 10% in-
crease for the combined 0–3 and 3–6 month groups,
P,0.01), whereas polynephron membranes decreased intra-
cellular BPA (from 0.04560.001 to 0.03660.001 ng/106
cells, a 20% decrease for the combined 0–3 and 3–6 month
groups, P,0.01; Figure 4).
Figure 3. SerumBPA in patients on hemodialysis dialyzedwith polysulfone or polynephron
dialyzers. (A) Change in serum BPA following a single hemodialysis session with polysulfone
or polynephron dialyzer. Mean+SEM of postdialysis versus predialysis values. *P,0.002
versus predialysis values. (B) Mean predialysis serum BPA over time for 6 months.
Figure 4. Intracellular BPA in PBMCs frompatients on hemodialysis dialyzedwith polysulfone
or polynephron dialyzers. Predialysis intracellular BPA values over time for 6 months.
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Oxidative Stress and Inﬂammation Markers
Oxidative stress markers were measured in 10 randomly
selected patients. Oxidative stress activates the nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) transcription factor, which
in turn promotes the expression of genes encoding proteins
that protect the cell from oxidative stress, such as heme
oxygenase 1 (HO-1) and peroxiredoxin 1 (Prx-1). The expres-
sion of oxidative stress markers was signiﬁcantly higher after
3months of hemodialysis with polysulfone thanwith polyneph-
ron membranes (Figure 5).
Inﬂammation markers were assessed in all patients. Three
months of hemodialysis with polysulfone membranes in-
creased circulating C-reactive protein (CRP) and IL-6 while
polynephron membranes decreased CRP and IL-6 (P,0.001;
Figure 6).
Changes in the concentration of circulating inﬂammatory
biomarkers correlatedwith changes inBPAconcentrations and
both inﬂammatory markers and serum BPA increased when
polysulfone membranes were employed (Figure 7).
BPA and Polysulfone BPA-Containing Membranes
Increase Inﬂammatory Markers in Cultured PBMCs
BPA dose-dependently increased cytokine mRNA expression
in cultured PBMCs from healthy donors within a concentra-
tion range relevant for patients onhemodialysis (Supplemental
Figure 3).
Coincubation of mashed polysulfone dialyzers dose-
dependently increased cytokine mRNA expression and secre-
tion in cultured healthy donor PBMCs (Supplemental Figure
4, A–D). In this regard, within 24 hours of culture, BPA was
dose-dependently released from polysul-
fone dialyzer ﬁbers into the culture media
(Supplemental Figure 5). Thus, PBMCs
may be exposed both to released BPA and
to BPA within the membrane surface.
DISCUSSION
This is theﬁrst prospective study to evaluate
the impact of BPA-free dialyzers on serum
BPA levels in patients on hemodialysis
when compared with state-of-the-art
BPA-containing dialyzers. The main ﬁnd-
ing is that the choice of dialyzer in terms
of BPA content impacts on acute (after a
single dialysis session) and chronic (after
3months of continuous use of the same type
of dialyzer) changes in serum BPA levels.
This demonstrates that dialyzer BPA con-
tent may contribute to BPA burden in
patients on hemodialysis. These patients
are more sensitive to BPA accumulation
and potential toxicity due to the loss of the
physiologic BPA excretion mechanisms in
urine.
BPA is used in the manufacturing of
polycarbonate plastics and epoxy resins.
The potential risk of BPA for human health
has attracted much attention from regula-
tory agencies. To date, BPA is still consid-
ered safe enough in the general population,
despite several red ﬂags, as it is readily
excreted in the urine. However, patients on
hemodialysis are unable to excrete BPA in
their urine,19 leading to BPA accumula-
tion.20 Repeated loading of BPA during
hemodialysis with BPA-containing mem-
branes may aggravate the problem.17 We
have found high serum BPA levels in
Figure 5. Expression of oxidative stress proteins Nrf2, HO-1, and Prx-1 in PBMCs from
patients dialyzed for 3 months with polysulfone or polynephron membranes. (A) Nrf2
Western blot using nuclear fraction and a histone-3 loading control. (B) HO-1 and Prx-1
Western blot using cytosolic fraction and a GAPDH loading control. (C) Quantiﬁcation
of Western blotting results. Values expressed as percentage increase over healthy
controls. *P,0.05 versus healthy control; **P,0.001 versus healthy control; ¥P,0.05
versus polynephron; ¥¥P,0.01 versus polynephron.
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patients on hemodialysis compared with patients with normal
renal function, which is consistent with prior observations
that serum BPA rises when the GFR falls below 60 ml/min.21
In this regard, our data support the concept that patients on
hemodialysis represent a high-risk population for BPA over-
load, which may require special regulatory status with regards
to BPA-containing medical devices.
BPAmay migrate from dialyzers to the blood of patients on
hemodialysis.16 However, no prospective, long-term studies
have assessed the effect of chronic hemodialysis with state-
of-the-art dialyzers with different BPA contents. The only sim-
ilar study in patients on hemodialysis assessed the effect of
hemodialysis for 4 weeks on serum BPA.21 In this prospective
study both dialyzers had BPA-containing polycarbonate hous-
ing. Both the short duration of the study and the fact that both
dialyzers contained BPA may explain the lack of differences
between polysulfone and polynephron membranes.21 By con-
trast, we found differences in serum BPA after 12 weeks of use
of BPA-free and BPA-containing dialyzers. Contrary to the
4-week study, the housing in the BPA-free polynephron dia-
lyzers used in our study is also BPA-free. The combination of a
longer exposure (3 months versus 1 month) and the use of
completely BPA-free dialyzers in one arm of our study allowed
the identiﬁcation of a signiﬁcant contribution of dialyzer BPA
to the BPA burden of patients on hemodialysis. In this regard,
in a shorter (3 weeks), smaller (n=7) pilot study in incident
patients, the same trend toward increased
serum BPA with polysulfone membranes
was observed.
Prior studies have also suggested that
dialyzer BPA may be released to the circu-
lation, although these were in vitro studies
or tested outdated membranes in only
single-dialysis studies. Thus, a single-pass
saline solution ﬂushing released more
BPA from polysulfone membrane dialyzers
with polycarbonate (BPA-containing)
housing than from polysulfone membrane
dialyzers with BPA-free polystyrene hous-
ing, suggesting a potential role for housing
on modulating serum BPA.18 However, the
in vitro nature of the study precludes ﬁrm
conclusions. In another study, a single he-
modialysis session resulted in increased
serum BPA levels in patients dialyzed with
polysulfone but not in those dialyzed with
cellulose membranes.20 However, cellu-
lose membranes are now outdated and in-
formation is needed on state-of-the art
membranes.
While the molecular mass is 228 D, due
to high protein binding, the removal of BPA
by hemodialysis is limited.21 The protein-
bound fraction of plasma BPA in dialysis
patients was estimated to be 74%65%,21
similar to in vitro estimates of 95% binding at low concentra-
tions.22Moreover, a tissue:blood partition coefﬁcient of 1.4 for
nonadipose tissues and 3.3 for fat tissues further compromises
the dialyzability of BPA.22 Thus, the observed decrease in BPA
concentration following chronic but not acute dialysis with
polynephron dialyzers may have an important component of
decreased passage of BPA from the dialyzer into the blood, in
addition to any removal of the compound.
Bloodlines are another potential source of BPA. All patients
in this study used the same bloodlines made of polyvinyl
chloride, (PVC), as they are the only ones currently available
in our country. Flexible PVC contains BPA as an additive,
although its contribution should be minimal (the manufac-
turer did not specify the BPA content); therefore, bloodlines
are a potential additional source of BPA.
Intracellular BPA levels in PBMCs were higher in patients
on hemodialysis than in healthy controls, suggesting that high
serumBPAresults in intracellular accumulationof the toxins in
patients on dialysis. Furthermore, dialysis with polysulfone
dialyzers further increased intracellular BPA, suggesting that
the BPA burden from dialyzers may reach the intracellular
space, where it may modulate gene expression.23
Our studyargues against a signiﬁcant role of hemodialysis in
BPA clearance because no signiﬁcant reduction of serum BPA
was observed following a single dialysis session. This obser-
vation is in line with the higher serumBPA levels in patients on
Figure 6. Circulating inﬂammatory biomarkers in patients dialyzed with polysulfone or
polynephron dialyzers for 3 months.
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hemodialysis than in healthy controls. In addition, our results
suggest that BPA-containing dialyzers may add to the BPA
burden and chronic use of BPA-free dialyzers may decrease
serumBPA levels, probably as consequenceof decreased release
of BPA from the dialyzer itself. Repetitive BPA exposure may
lead to BPA accumulation in target organs, because the
intravenous route bypasses the ﬁrst-pass liver metabolism
that helps detoxify BPA released from food containers and
absorbed from the gastrointestinal tract.
Oxidative stress and inﬂammation contribute to cardio-
vascular disease in patients with CKD.24 Advanced CKD is
characterized by increased oxidative stress
and low-level systemic inﬂammation, best
assessed by measuring CRP or IL-6.25–28
Both uremia itself and hemodialysis ses-
sions may contribute to oxidative stress
and inﬂammation. BPA exposure has
been linked to inﬂammation and cardio-
vascular disease in humans and BPA in-
duces oxidative stress and inﬂammation in
rodents and cultured cells.29,30–33 Oxida-
tive stress was associated with BPA-induced
experimental hypertension.15 BPA induces
mitochondrial dysfunction and this has
been linked to BPA-associated inﬂamma-
tion.34–37 Urinary BPA concentration, a
marker of BPA exposure in the general
population, is associated with markers
of oxidative stress (malondialdehyde and
8-hydroxydeoxyguanosine) and inﬂamma-
tion (white blood cell count and CRP levels)
in certain subpopulations such as post-
menopausal and pregnant women.30,38,39
In this regard, we found evidence of higher
oxidative stress and inﬂammation in pa-
tients on hemodialysis dialyzed with BPA-
containing polysulfone membranes than
with BPA-free polynephron membranes.
Inﬂammation correlated with changes in
BPA concentrations in response to the dif-
ferent membranes. The proinﬂammatory
effect of both BPA and BPA-containing
membranes was also observed in cultured
leukocytes. Furthermore, polysulfone dia-
lyzers released BPA into the cell culture me-
dium. The proinﬂammatory dose response
of BPA encompasses the range of serum
BPAvalues found in dialysis patients. Over-
all, the in vitro ﬁndings suggest that the BPA
content of dialyzers may impact the inﬂam-
matory response of circulating leukocytes
in vivo.
In conclusion, patients on hemodialysis
havehigher levels of serumand intracellular
BPA than do healthy controls, and the
choice of dialysis membrane impacts on serum and intracel-
lular BPA levels. Dialyzers with BPA-containing membranes
increase serum BPA levels over 3 months and even following
every single hemodialysis session. The BPA increase after a
single hemodialysis session suggests that hemodialysis does
not compensate for the lack of urine BPA excretion. Rather,
the use of BPA-containing dialysis membranes further adds
to the BPA burden of patients on hemodialysis. In contrast,
the chronic use of BPA-free dialyzers results in decreased BPA
levels. Further studies should reveal the health consequences
of BPA accumulation from dialysis membranes in patients
Figure 7. Correlation between serum BPA levels and inﬂammatory markers. Mean
values for each group and time point are shown. BPA and inﬂammatory markers (A) CRP
and (B) IL-6 were assessed in the same samples. Dashed lines represent timelines for
the two independent groups. The ﬁrst data point (B) along the dashed line represents
baseline values, the second (3) the 3-month time point, and the third (6) the 6-month
time point. Arrows represent the sequence of dialyzers. The dialyzer is color-coded.
This was a crossover study of prevalent patients on hemodialysis and each independent
study group was dialyzed at baseline with a different dialyzer. Thus, one group changed
from polysulfone at baseline to polynephron and back to polysulfone, and the other
group changed from polynephron at baseline to polysulfone and back to polynephron.
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on hemodialysis who cannot excrete excess BPA in urine. Mean-
while, our data suggest that patients on hemodialysis are a
high-risk population for BPA overload, which may require
special regulatory status with regards to BPA-containing
medical devices.
CONCISE METHODS
Clinical Design and Patient Recruitment
In a prospective 6-month, crossover studywe compared BPA-free and
BPA-containing dialyzers in 69 prevalent patients on hemodialysis.
BPA-free high-ﬂux polynephron (polynephron) membranes housed
in polypropylene (Eliseo; Nipro Corp., Osaka, Japan) were compared
with high-ﬂux polysulfone (polysulfone) dialyzers that contain BPA
(Fx80; Fresenius, Bad Homburg, Germany). The study was approved
by the IIS-Fundación Jiménez Díaz Ethics Committee. Patients were
enrolled after providing written informed consent.
Inclusion criteria were as follows: age .18 years; hemodialysis
vintage .3 months; diuresis ,0.5 L/24 h; informed consent; and
absence of active inﬂammatory, infectious, or malignant diseases at
the initiation or during the study. Baseline sampling and data were
collected at consent. Two groups of patients were initially dialyzed for
3 months with a dialyzer different from the one they were previously
using (prestudy dialyzer polynephron in 41 patients and polysulfone
in 28 patients), and after 3months blood was sampled predialysis and
patients changed to the other dialyzer (crossover) for 3 months. A
third predialysis blood sample was obtained at the end of the study
(Figure 2). Bloodlines were made of PVC (Fresenius Medical Care) in
all cases. Baseline patient clinical and biochemic basal characteristics
are shown in Table 1. In 21 randomly selected patients, intracellular
BPA was also measured. A healthy, age- and sex-matched control
group with normal renal function was also studied.
Dialysis was performed three times aweek, with a bloodﬂow.300
ml/min, and ultrapure dialysate ﬂow 500ml/min. Fasting blood sam-
ples was drawn just prior to a midweek dialysis treatment from the
arteriovenous ﬁstula and frozen at –80°C. Blood from ten patients
was sampled before (predialysis) and after (postdialysis) a single di-
alysis session to determine BPA changes in one session using poly-
nephron and in other session using polysulfone dialyzers. In addition,
blood was sampled at the inﬂow and outﬂow of the dialyzer in ﬁve
patients.
Basic demographic characteristics and clinical data (age, sex,
hemodialysis vintage, and BP), Kt/V urea, and basic serum bio-
chemistry parameters (calcium, phosphate, parathormone, vitamin
D, cholesterol, triglycerides, CRP, IL-6, and PBMC oxidative stress
markers Nrf2, PRX-1, and HO-1) were assessed.
A pilot (n=7 patients) study in incident patients on hemodialysis
(Supplemental Table 1) evaluated serum BPA levels at baseline and
following three weeks of dialysis with polysulfone and then poly-
nephron membranes.
PBMCs
For coincubation experiments and intracellular BPA measurements,
10 ml of peripheral blood were obtained from healthy volunteers
(blood bank, IIS-Fundacion Jimenez Diaz) after informed consent.
Bloodwasdrawn intoEDTAtubes andcellswere collectedandused for
isolation of PBMCs by Ficoll density gradient centrifugation.40
BPA Assessment
BPA was measured by a high-sensitivity ELISA (Abnova), following
themanufacturer’s instructions. The intra- and interassay coefﬁcients
of variation were 6.5% and 10.5%, respectively. For intracellular
BPA measurements, PBMCs were resuspended in 100 ml lysis buffer
(Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, Triton
X-100 0.2%, NaF 0.2%, NP-40, and PMSF 0.1 mM).
Cell Culture
PBMCswere washed, counted, and adjusted to 2–43106 cellszml21 in
culture medium RPMI 1640 supplemented with 1% FBS containing
100 U/ml21 of penicillin 100 mg/ml21. PBMCs were incubated with
different amounts of both mashed dialyzers extracts (polynephron
and polysulfone) or BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 24
hours.
RNA and Protein Extraction
Total RNA was obtained using the Tripure isolation reagent (Roche
Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany) according to the manu-
facturer’s instructions. The quantity and purity of extracted RNAwas
assessed bymeasuring absorbance at 260 nm and the ratio A260:A280
in a UV spectrophotometer (NanoDrop Inc., Wilmington, DE). Only
samples with an A260:A280 ratio up to 1.8 were considered valid for
real-time PCR. Nrf2 translocation analysis were performed using
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo
Fisher Scientiﬁc) according to the manufacturer’s instructions.
Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics
N Mean SD
Age 69 65 13
Dialysis vintage (months) 69 63 92
Kt/V urea 68 1.54 0.38
White blood cells (thousands/ml) 69 5.6 1.6
Hemoglobin (g/dl) 69 11.5 1.3
25-OH-vitamin D (ng/ml) 64 16 10
Total proteins (g/dl) 69 6.6 0.5
Albumin (g/dl) 69 3.76 0.59
Calcium (mg/dl) 69 9.1 0.5
Phosphate (mg/dl) 69 4.8 1.5
Cholesterol (mg/dl) 69 154 36
Triglycerides (mg/dl) 69 127 75
CRP (mg/dl) 69 8.6 14.2
Parathormone (pg/ml)a 69 235 123–414
EPO dose (U/week) 62 of 69 (90%) 5199 7724
Calcium-based P binders
(mg/day)
20 of 69 (29%) 1329 859
Sevelamer (mg/day) 33 of 69 (48%) 4388 2601
Lanthanum (mg/day) 23 of 69 (33%) 2641 764
Magnesium-based P binders
(mg/day)
8 of 69 (12%) 822 397
EPO, erythropoietin; P, phosphate.
aMedian and interquartile range shown.
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RT-PCR and Real-Time PCR
Synthesis of cDNA by RT-PCR, and quantitative real-time PCR were
performed as described previously.41 Multiplex real-time PCR
was performed using Applied Biosystems expression assays for
IL-6 (Hs00174131_m1) and TNF-a (Hs00174128_m1). Data were
normalized with 18S eukaryotic ribosomal RNA expression
(4310893E).
Protein Quantitation
ELISA or Western blotting was used to assess protein levels. ELISA
kits were used to quantify IL-6 and TNF-a (Preprotech) according
to the manufacturer’s instructions. Western blotting was performed
on PBMC nuclear and cytoplasmic lysates using 30 mg protein per
lane. Primary antibodies were rabbit anti-humanNrf2 (1:500, sc-722,
Santa Cruz Biotechnology), anti–HO-1 (1:1000, SPA-896;, Enzo),
anti–Prx-1 (1:200, sc-21948, Santa Cruz Biotechnology), anti-
GAPDH (1:5000, MAB 374; EMD Millipore), and anti-histone 3
(EMD Millipore, 09–838, 1:1000), and secondary antibodies were
horseradish peroxidase–labeled anti-mouse (DAKO Cytomation)
or anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology). Quantitation was per-
formed using ImagenQuant TL software (GE healthcare) after
image acquisition on an Image Quant LAS 4000 system (GE
Healthcare).
Statistical Analyses
Variables were described at baseline and at 3- and 6-month follow-up
for eacharmof the studyasmeanandSEM.Changes frombaseline to3
months and from 3months to 6 months were calculated for each line
of treatment. In addition, pooled data encompassing both periods
using the same dialyzer (the 0–3months on one dialyzer of patients on
one arm of the study and the 3–6 months on the same dialyzer of
patients on the other arm of the study) were also analyzed. Compar-
isons between values were performed using paired sample t test or
Wilcoxon signed-rank test. All comparisons used the bilateral hy-
pothesis test and a signiﬁcance level of 0.05.
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